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. RESUMEN

Se realizé un estudio transversal comparativo para identificar los Polimorfismos de
la glutation S-transferasa que presentan los floricultores expuestos
ocupacionalmente a plaguicidas y conocer si existe alguna asociacién con la

presencia de caries dental.

La ocurrencia y progresion de la caries, es influenciada tanto por factores
ambientales como por genéticos, sin embargo, es habitual que la atencién se
centre en los ambientales y los debidos a la carga génica, que eventualmente

pueden explicar las diferencias individuales, han sido poco explorados.

Los individuos se ven expuestos diariamente a mdultiples compuestos que
representan un factor de riesgo para la salud, como son los plaguicidas, los cuales
se emplean para la prevencion, control y destruccién de plagas, erradicacion de
vectores propagadores de enfermedades, etc. Sin embargo, también se les ha

asociado con dafios a la salud, como genotoxicidad e inmunotoxicidad.

Se invit6é a participar voluntariamente a floricultores de Villa Guerrero (expuestos),
y a la comunidad de Toluca, México (no expuestos). Quienes aceptaron, firmaron
un consentimiento informado. Se realizo diagndstico de caries e identificacion de
los polimorfismos GSTM1, GSTT1, GSTP1b y GSTP1c con una PCR de punto

final y enzimas de restriccion.

Se encontré que en el grupo expuesto a plaguicidas la presencia del polimorfismo
GSTML1 (+/+) se encuentra asociado a menor frecuencia de caries dental en 49%
(p=0.01); asi como en el grupo de los no expuestos, con 38% (p=0.02). En el
grupo no expuesto a plaguicidas, la presencia del polimorfismo GSTT1 (+/+) se
encontré asociado a menor frecuencia de caries en 38% (p=0.05). También se

encontré asociacion entre la presencia del polimorfismo silvestre GSTP1c con
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menor frecuencia de caries en 39% (p=0.05) en el grupo expuesto; y en el grupo
de los no expuestos la asociacion fue del 41% (p=0.04). EI polimorfismo GSTP1b

no tuvo asociacion alguna en ambos grupos con la caries.

Se realizo una correlacion bivariada donde se encontré que el presentar caries en
los individuos del grupo de los expuestos, tuvo una correlacion netamente positiva

con el tiempo exposicion a los plaguicidas (0.217).
El presente estudio demuestra el papel genético que juegan los polimorfismos de

la GST en la caries dental, pudiendo ser utilizados como biomarcadores de

susceptibilidad.
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ll. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud define la caries dental como un proceso
patologico de origen externo que se inicia después de la erupcion y ocasiona un
reblandecimiento del tejido duro del diente, evolucionando hacia la formacién de

una cavidad.

La aparicion de caries dental no depende de manera exclusiva de los factores
etiolégicos que inciden en la cavidad bucal, sino también de la intervencién
adicional de otros factores que influyen definitivamente en el surgimiento y
evolucion de una lesion cariosa. Entre estos factores se encuentran: la salud
general, nivel socioecondémico, experiencia pasada de caries, grupo

epidemiolodgico, carga genética y contaminantes ambientales.

Por otro lado, el ser humano tiene mecanismos de proteccion de manera
individual, de tal forma, que cada persona detoxifica del organismo los
xenobidticos de forma particular, tales como las isoenzimas codificadas por los
genes de susceptibilidad Glutation S-transferasa M1,T1 y P1 que son altamente

polimorficos.

La presencia de polimorfismos en los genes que codifican para GST pueden
alterar su funcién y el estudio de estos puede ayudar al entendimiento del riesgo
de exposicidén a diferentes xenobioticos en la poblacion. Ademas la presencia de
polimorfismos en estas enzimas explica en parte las diferencias en cuanto a la

susceptibilidad individual.
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lIl. ANTECEDENTES

1. LA CARIES

La caries dental se encuentra entre las enfermedades mas significativas que
afectan al ser humano, debido a la frecuencia con la que esta aparece. Su
complejidad se debe al hecho de tratarse de un proceso multifactorial, siendo una
condicion progresiva, costosa, provocando efectos sobre la salud e incluso efectos

psicolégicos.t

La Organizaciéon Mundial de la Salud define la caries dental como un proceso
patologico de origen externo que se inicia después de la erupcion y ocasiona un
reblandecimiento del tejido duro del diente, evolucionando hacia la formacion de

una cavidad. 2

La concepcién de la teoria quimioparasitaria de Miller en 1890, es la base
etiologica primordial de la caries, en la cual afirmaba que las bacterias orales
producen &cidos al fermentar los carbohidratos de la dieta y estos acidos
disuelven el esmalte. En 1960 Paul Keyes, establecio la etiologia de la caries
dental en un esquema compuesto por tres agentes: caracteristica del huésped, los
microorganismos y el tipo de dieta; los cuales deben interactuar entre si.
Posteriormente en 1978 Newburn, afiadi6 a la triada de Keyes el factor tiempo
como un cuarto factor etiolégico necesario para producir caries, en 1990 se agrego

un quinto factor causal, la edad.>®

Sin embargo, es evidente que la aparicién de caries dental no depende de manera
exclusiva de los factores etiolégicos que inciden en la cavidad bucal, sino también
de la intervencion adicional de otros factores que influyen definitivamente en el
surgimiento y evolucién de una lesién cariosa. Entre estos factores se encuentran:

la salud general, nivel socioecon6mico, experiencia pasada de caries, grupo
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epidemioldgico, carga genética y contaminantes ambientales. Es por esto que al
estudiar la etiologia de la caries dental se deben considerar factores externos a la
cavidad bucal, debido a que su presencia varia tanto favorable como

desfavorablemente para contraer caries.” ®

En México, los resultados de la Primera Encuesta Nacional de Caries y Fluorosis
dental 1996-2000 di6 a conocer que el promedio del indice CPOD a la edad de 12
afos fue de 2.23; en ambas anomalias se observa un alto porcentaje de caries no
tratadas. Asimismo, la Encuesta Nacional de Caries Dental en el 2001 sefiala que
la prevalencia de caries para el grupo de edad de 15 afios fue de 58% vy el indice
CPOD de 1.91; solo en el Distrito Federal la prevalencia fue de 88.6% con un
indice CPOD de 5.31.%1°

En 1993 Maupome, estudié a 2596 pacientes de zonas marginales de diferentes
estados de la Republica Mexicana y notificd un indice CPOD de 8.3 en mayores
de 15 afos. Esta informacion es similar a la de Rivera y colaboradores del afio
2006, en la que se identific6 un indice CPOD de 6.8 y una prevalencia de caries

de 97% en 113 estudiantes de bachillerato. 2

1.1 Factores etioldgicos

A. Los microorganismos:

La cavidad bucal contiene una de las mas variadas y concentradas poblaciones
microbianas del organismo. Se estima que en ella habitan mas de mil especies,
cada una de ellas representada por una gran variedad de cepas. Entre las
bacterias presentes en la boca se encuentran tres especies principalmente
relacionadas con la caries: Streptococcus, con la subespecies S. mutans, S.
sobrinus y S. sanguinis; Lactobaillus, con las subespecies L. casei, L. fermentum,
L. plantarum y L. oris y los Actinomyces, con las subespecies A. isrelis y A.

naslundii. ¥

Los cumulos de bacterias y sus productos se adhieren fuertemente a la superficie

dental, dando lugar a la placa dental, mejor denominada como biofilm dental. El
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biofilm constituye una comunidad bacteriana metabdlicamente integrada adosada
a una superficie, en una interfaz liquido-solido. Dentro de esta estructura
organizada, los microorganismos se comunican entre si (Quorom sensing), lo que
involucra la regulacion y expresion de genes especificos a través de moléculas de
sefalizacion; aunado a la proteccion que brinda el exopolimero y al estado
metabdlico reducido en que se encuentran las bacterias mas profundas de la
comunidad, hace que los anticuerpos, las células del sistema inmune y adn los

antimicrobianos, se vean drasticamente limitados en su accion. *> ¢ 17

La capacidad de crecer y producir acido a bajos niveles de pH es sumamente
importante para que un microorganismo pueda desarrollar caries dental. El pH al
cual los tejidos dentales se disuelven, conocido como pH critico, esta entre 5.3 y
5.7 a nivel adamantino y de 6.5 a 6.7 en dentina. Algunos microorganismos como
S. mutans y Lactobacillus, alcanzan un excelente crecimiento a niveles de pH mas
bajos que otras bacterias del biofilm dental. Asi, favorecidas por los bajos niveles
de pH, las bacterias cariogénicas transportan rapidamente los azUcares
fermentables cuando compiten con otras bacterias. Luego sintetizan polisacéridos
intra y extracelulares y todo ello produce la desmineralizacion de la estructura

adamantina. 16 18 1°

B. Ladieta:

Ciertas caracteristicas de los alimentos azucarados (consistencia, textura,
adhesion) y las condiciones en las cuales son ingeridos, son mas importantes
como determinantes de su potencial cariogénico que la cantidad de azucar que
ellos contengan. Los factores que establecen la cariogenicidad potencial de los

alimentos azucarados son: %°

La consistencia fisica de la dieta: los alimentos adhesivos son mucho mas
cariogénicos que los no retentivos. Por ejemplo, una bebida azucarada
(tomada rapidamente, no a traguitos) es menos cariogénica que lo que es
una confitura o un dulce, independientemente de la cantidad de azucar que

ellos contengan.
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Momento de la ingestion: los alimentos azucarados son mas peligrosos si
son consumidos entre comidas que durante ellas (postres, golosinas, etc.)
Esto tiene que ver con los mecanismos de defensa naturales de la boca,
que funcionan al maximo durante las comidas y tienden a eliminar los
restos de alimentos que quedan en ella, neutralizando los &cidos
(capacidad buffer) que puedan haberse formado. Por esta razon, las peores
condiciones para ingerir un alimento cariogénico son inmediatamente antes
de ir a acostarse, porque la boca se halla casi en reposo completo durante
el suefo.

La frecuencia: tras la ingestion de azlcar se produce a los pocos minutos
una reduccioén del pH de la placa dental que facilita la desmineralizacién del
diente y favorece la caries, por lo que cuanto mas frecuentes sean, mas

cariogénicos se vuelven.?® %

La sacarosa es considerada, dentro de los hidratos de carbono, el de mayor
capacidad cariogénica. Se plantea que causa aproximadamente 5 veces mas
caries que el almidén y que favorece el desenvolvimiento de caries de superficies
lisas. Ademas, la sacarosa favorece tanto la colonizacion de los microorganismos
orales como la adhesividad de la placa, lo cual le permite fijarse mejor sobre el
diente. Conjuntamente con la cantidad y la frecuencia de consumo de los
alimentos, se deben tomar en cuenta otros factores, como la adherencia propia del

alimento, que prolonga el tiempo de contacto con el diente.?

C. Lasaliva:

La saliva presenta varios factores de defensas innatos y adquiridos capaces de
inhibir la invasién bacteriana, crecimiento y metabolismo mediante diversos
mecanismos. Sin embargo, también se han investigado varios determinantes
biolégicos que tienen influencia en la cariogenicidad del biofilm, como el flujo
salival, al haber un constante flujo salival se eliminan eficientemente
microorganismos de la cavidad oral, y contrario a esto un flujo disminuido permite
facilmente el crecimiento microbiano. El rol protector de la saliva se logra a traves

de las siguientes acciones: mediante la dilucion y lavado de los azucares de la
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dieta diaria, neutralizacién y amortiguacién de los acidos de la placa dental y la

provision de iones para el proceso de remineralizacion. 2>%°

Ciertas proteinas salivales tienen efecto antibacteriano, como la lisosima,
lactoperoxidasa, inmunoglobulinas, mucinas, lactotransferrina. La lactoferrina es
un glicoproteina que inhibe el crecimiento microbiano, probablemente por
secuestro de hierro. En adicidn, la lactoferrina libre de hierro (apolactoferrina)
posee un efecto bactericida directo contra varias cepas bacterianas orales

incluyendo S. mutans. 24 273°

D. El érgano dentario

Ciertos dientes presentan una mayor incidencia de caries, incluso las superficies
dentarias de un mismo diente varian la susceptibilidad a caries. Es asi como la
anatomia, disposicion y la oclusion de los dientes, guardan una estrecha relacion
con la aparicion de lesiones cariosas. También las anormalidades de los dientes

de forma y composicién contribuyen a la aparicién de caries.?

E. El sistema inmunitario

El sistema inmunitario actia contra la microflora cariogénica, produciendo
respuesta humoral mediante anticuerpos del tipo Inmunoglobulina A salival. Esta
inmunoglobulina conforma la primera linea de defensa del huésped contra los
agentes patdgenos en las superficies mucosas. Los anticuerpos de la IgA salival
son coadyuvantes de la inmunidad oral por la prevencion de la adherencia
microbiana, al neutralizar enzimas, toxinas y virus. Sin embargo, aun en la
presencia de IgA sobrevive la microbiota normal de la cavidad bucal. Hasta el
momento los estudios que han evaluado el rol de dicha inmunoglobulina han
arrojado resultados contradictorios. Estudios in vitro han demostrado que la IgA
puede inhibir o promover la adherencia de las bacterias a los dientes. En
experimento con modelo animal han demostrado que la IgA inducida por
Streotococcus mutans, reduce la colonizacion por esta bacteria, previniendo la
caries. Por otro lado estudios en humanos con deficiencia de IgA, no han sido
concluyentes puesto que han encontrado que dichos individuos son mas o menos

susceptibles a la caries dental. 3+’
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La proteccion frente a las caries que se desarrolla en el dominio gingival,
dependera de la accién de la IgM e IgG, que ademas de inhibir la adhesion de los
microorganismos a la superficie dental e inhibir la accion de la glucosiltransferasa,
pueden aglutinar y opsonizar los microorganismos que seran fagocitados por los

fagocitos presentes en el liquido gingival.®®

F. Lagenética
La asociacion de la genética con la resistencia o bien la susceptibilidad a la caries,
parte de la observacion de individuos que muestran una menor tendencia a

desarrollar caries, con respecto a otros en igualdad de condiciones.

En relacién al papel que juega la genética en la susceptibilidad a caries se han
desarrollado investigaciones en busqueda de responsabilidades genéticas, como
es el caso de Conry et al. (1993), investigaron en gemelos las responsabilidades
genéticas en la susceptibilidad a la caries, mencionan que existe una contribucion

genética a la caries de aproximadamente 40%.%

Con respecto a lo antes mencionado, Slayton et al. (2005), realizaron un estudio
sobre la susceptibilidad a la caries asociada al gen tuftelin y los niveles de S.
mutans, dicho gen estd relacionado con el desarrollo adamantino y la
mineralizacién, por lo tanto eventualmente transmite informacion desfavorable y
ésta se asocia con altos niveles de este microorganismo finalmente se suscita un
aumento en la susceptibilidad a la caries. Asi mismo Kang et al. (2011), realizaron
un estudio para examinar la relaciébn entre caries dental y polimorfismo de
nucleotido simple en el gen AMELX un gen que codifica la amelogenina la cual es
el factor mas importante para el desarrollo normal del esmalte, demostrando

finalmente una asociacion significativa. 4% 4!

Considerando que ciertas caracteristicas relevantes a la caries son heredables,
tales como: las peculiaridades anatdmicas, susceptibilidad, la progresion y la

repuesta ante la inflamacion; dia a dia surge mas informacion acerca del genoma
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humano y aunado a esta informacion tenemos la posibilidad de beneficiar al resto
de la poblacion con las peculiaridades de los individuos resistentes a la

enfermedad.*?

G. Otros factores:

El factor tiempo resulta determinante, cuando los factores etiolégicos interactiian
por un largo periodo, se produce una desmineralizaciobn, mientras que si la
interaccidon se da en un periodo mas corto, dichos fenomenos no tendrian

oportunidad de ocurrir.?

Las implicaciones del estado de salud en la susceptibilidad a caries tiene una
repercusion importante ya que siempre se debe considerar al paciente en su
totalidad y no solo tratar la cavidad bucal, considerando que ciertas enfermedades
y medicamentos pueden disminuir el flujo salival, o bien reducir las defensas del
organismo, en consecuencia el individuo serd més susceptible a desarrollar caries

dental.?

La composicion de la microbiota oral varia con la edad del huésped. Los cambios
relacionados con la edad en la microflora oral incluyen aquellos debidos a la
erupcion dental, los habitos dietéticos, hormonales, el flujo salival, estado del

sistema inmune y otros factores.*

La cavidad oral al nacer es considerada estéril, sin embargo, entre las 6 a 10
horas microorganismos de la madre y una menor cantidad de los microorganismo
presentes en el ambiente se establecen en la cavidad oral. Durante el primer afio
de vida la microbiota oral contiene Streptococcis, Neisseria, Veillonella,
Staphylococcus, y en menor grado Actinomyces, Lactobacillus, Rothia,
Fusobacterium y Prevotella. Algunas especies como S. sanguis y S. mutans

colonizan la cavidad oral solo después de erupcionados los dientes deciduos. 3 4+

45
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Estudios indican que el siguiente cambios drastico se da en la tercera edad ya que
aumenta la prevalencia de staphilococos, lactobacilos, y después de los 80 afios
existe un aumento en la presencia de Candida albicans. Considerando que los
cambios que se dan en la tercera edad no estan relacionados con protesis,
medicamentos, o enfermedades cronicas, sino por una disminucion del flujo
salival, una disminucién es la funciébn del sistema inmune o deficiencias

nutricionales. #64°

El estilo de vida también parece estar relacionado con esta patologia. Wigen et al.
(2011), reportaron la  asociacion entre el estilo de vida materna durante el
embarazo y la experiencia de caries en los nifios en edad preescolar, encontraron
indicadores significativos en la madre como el consumo de una dieta alta en grasa
y azucar, sobrepeso, o con bajo nivel de estudios, como riesgosos para la

experiencia de caries a la edad de 5 afios.*®

Los cambios hormonales que se dan durante la pubertad y en el embarazo
provocan un aumento en los niveles de hormonas esteroideas en plasma y
subsecuentemente en el liquido crevicular y saliva. También existen antecedentes
de la asociacion de estos cambios hormonales con un aumento en la inflamacion
gingival, acompafado de exudado gingival. Kornman et al. (1982) reportaron un
aumento en la presencia de Prevotella intermedia en la microbiota subgingival en
mujeres embarazadas, asociado a un aumento en los niveles de estrégeno y

progesterona en el plasma. >>*

Se ha reportado la asociacion entre el medio ambiente y la incidencia de caries, tal
es el caso de la investigacion realizada por Aligne et al. (2003), en la cual
examinaron la relacion entre caries y los niveles de cotinina en suero como
resultado de ser fumador pasivo; encontrando una asociacién positiva entre el

humo de tabaco en el ambiente y el riesgo de caries en dientes deciduos.*

Se han estudiado otros contaminantes del ambiente y su posible relacion en la

incidencia de caries como el reporte de Jan et al. (2008), en el cual estudiaron los
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efectos de la concentracién de bifenilos policlorados (PCB) en la leche materna,
en la caries dental en nifios de 9 a 10 afios en las islas Faroe, Dinamarca.
Realizaron un analisis de regresion multivariado cuyos resultados demostraron

que la exposicién a los PCB estaba relacionada con la susceptibilidad a caries.®’

1.2 Clasificacion de caries

Las cavitaciones que ocasiona la desmineralizacion producida por la caries se
clasifican de acuerdo a ciertas variables, como son: localizacion, complejidad y
progreso, esto con el fin de dar un mejor diagnostico y una correcta terapéutica.

Se ha clasificado la caries clinicamente considerando diversos criterios: °® 5% ¢°

e Localizacién en la pieza dentaria:
- Lesion de fosas y fisuras
- Lesion de superficies lisas
e Por superficie anatdmica:
- Oclusal: superficie masticatoria de las piezas posteriores.
- Incisal: superficie cortante de las piezas anteriores.
- Proximal: superficie mesial o distal de todas las piezas dentarias.
- Cervical: tercio cervical o gingival de la pieza dentaria
- Caras libres: vestibular, palatino/lingual de todas las piezas dentarias.
- Combinacién de superficies: ocluso-mesial, ocluso-distal, etc.
e EIl nimero de superficies que abarca:
- Simples. Lesiones que abarcan una superficie dentaria.
- Compuestas. Aquellas que involucran dos caras de un diente.
- Complejas. Estas lesiones abarcan tres 0 mas superficies del diente.
e Estadio:
- Activa
- Detenida
e La profundidad de la lesion:
- Lesion no cavitada. Cuando la desmineralizacion se encuentra limitada a la
superficie del esmalte, sin ser una cavidad.
- Lesion superficial. La profundidad esta circunscrita al esmalte.

- Lesiébn moderada. Llega minimamente a la dentina
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- Lesion profunda. Alcanza un extenso compromiso de la dentina.
- Lesién profunda con compromiso pulpar. Alcanza minima exposicion pulpar.
e De acuerdo a la velocidad de progresion de la lesion:

- Lesion aguda. La lesién progresa rapidamente desde su primera manifestacion
clinica hasta comprometer la dentina y pudiendo llegar a producir comunicacién
pulpar.

- Lesién crénica. Este tipo de lesion progresa lentamente, es mas comun en adultos,

y el dolor no es un rasgo caracteristico. °* >

1.3 Diagndstico de caries dental

Para el diagndstico de la caries dental, como en toda enfermedad, es de gran
importancia que se realice cuanto mas temprano sea posible. Sin embargo, es
dificil detectar lesiones cariosas en su estadio mas precoz, debido a que su
presentacion es asintomatica y clinicamente se presenta como una lesion
incipiente, ademas se puede formar en zonas donde la inspeccion es limitada,

como por ejemplo en la zona interproximal. &

El diagndstico clinico es el mas acertado para detectar lesiones cariosas y se
puede realizar con diversos métodos como son: la inspeccion visual,
transiluminacion, método de conductividad eléctrica, y método de fluorescencia

laser. 5
2. PLAGUICIDAS

Los plaguicidas son cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a
prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de
organismos causantes de enfermedades humanas o de los animales, las especies
no deseadas de plantas 0 animales que causan perjuicio 0 que interfieren de

cualquier otra forma en la produccién.®?

El uso irracional de los plaguicidas causa efectos colaterales, su baja especificidad

en adicion a su potencial, aumenta su accion toxica contra otros organismos,
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incluyendo humanos. El amplio espectro de los efectos que los plaguicidas tienen
sobre la salud involucran: dafio agudo y persistente en el sistema nervioso,
respiratorio y endocrino; teniendo también capacidad de actuar como mutagénicos
y carcinégenos. La exposicion humana a los plaguicidas ocurre en caso de los
trabajadores de en campo abierto, invernaderos, trabajadores industriales y
exterminadores de pestes, por ejemplo cuando se preparan las mezclas de estos
sin las medidas de proteccion necesarias. Sin embargo la poblacion que no se
encuentra en contacto directo se encuentra en riesgo al estar expuestos

indirectamente, como por ejemplo alimentos contaminados. 8 >

2.1 Toxicidad de los plaguicidas
La toxicidad ocasionada por los plaguicidas depende de la forma en que ingresa el

compuesto al cuerpo humano. Las tres vias principales son: 3

a. Via Oral. Dicho toxico puede ser deglutido y pasar al tracto gastrointestinal,
siguiendo hacia el sistema hepético y al circulatorio desde donde puede ser
eliminado; pero también puede ser devuelto por el sistema circulatorio hacia el
higado, pasando por la via biliar y volver al tubo digestivo para ser eliminado,
reabsorbido o bien, pasar a sitios de deposito. &

b. Via parenteral. Comprende distintas puertas de entrada, tales como la
venosa, intraperitoneal, conjuntival, dérmica, muscular y subcutanea. En todas
ellas el destino de la sustancia sera el sistema circulatorio, para luego ser
eliminada o depositarse en el organismo. ®3

c. Via inhalatoria. El téxico ingresa por la via aérea o pulmonar y de acuerdo
con el tamafo y presion va ser filtrado hasta los alvéolos, de donde puede

pasar al torrente sanguineo. ®

2.2 Clasificacion de los plaguicidas

A. Por su naturaleza quimica:
a. Inorganicos
b. Organicos

c. Naturales (botanicos y microbianos)
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d. Sintéticos
B. Por su mecanismo de accion:
a. Contacto
b. Ingestién
c. Fumigante
d. Sistémicos
C. Por el tipo de organismo que afectan:
a. Insecticidas
b. Acaricidas
c. Fungicidas

d. Herbicidas ©3

2.2.1 Plaguicidas organoclorados:

En la categoria de plaguicidas organicos sintéticos estan incluidos los
organoclorados (OC). Estos plaguicidas se encuentran ampliamente distribuidos
en el ambiente terrestre y acuético, como resultado de que en las ultimas dos
décadas han sido utilizados constantemente para combatir plagas en la industria,
la agricultura, e incluso durante las campafas de salud donde han sido aplicados

para contrarrestar enfermedades como la malaria. %

Debido a que los OC son compuestos organicos hidrofébicos tienden a
acumularse en el tejido adiposo de los organismos. Como todos los organismos
contienen lipidos, captan facilmente plaguicidas lipofilicos del suelo y del medio
ambiente. Tardiff et al. (1994), han encontrado niveles solubles en grasa de OC de
10 a 1000. Ante una nutricion deficiente o de inanicién, los depdsitos adiposos se
movilizan y los OC se liberan hacia el torrente sanguineo, con posibilidad de
producir efectos toxicos si la concentracion alcanza cierto nivel. Todos los OC
producen alteraciones metabdlicas al desencadenar la formacion de enzimas y

tienen efectos neurolégicos ocasionando lesiones del sistema central.®® ¢’
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2.2.2 Plaguicidas tiocarbamatos:

Los tiocarbamatos son utilizados para proteger semillas, plantas ornamentales,
vegetales y frutas. La intoxicacion provoca irritacion de las membranas mucosas
del aparato respiratorio y también es irritante para los ojos. Este tipo de
plaguicidas inhiben la enzima acetaldehido deshidrogenasa, la cual es necesaria
para la conversion de acetaldehido a acido acético, y este proceso es la base para
la reaccidn Antabuse, la cual ocurre cuando una persona que tome una dosis de
disulfiram consuma alcohol, esta reaccién produce sintomas como nausea,
vomito, jaqueca, confusion mental, disnea, dolor abdominal y torécico, sudoracion
profusa, y rash. Los mismos sintomas han sido reportados en trabajadores que

consumieron alcohol antes de exponerse a estos plaguicidas.®®

2.2.3 Plaguicidas organofosforados

Los plaguicidas organofosforados son ampliamente usados actualmente. Son
utilizados en la agricultura, floricultura, en la practica veterinaria, incluso en los
hogares. La via de intoxicacion que producen estos plaguicidas se da
primariamente por la fosforilacion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) en las
terminaciones nerviosas. La accion de dicha enzima es critica para el control
normal de la transmisién del impulso nervioso de fibras nerviosas de células del
musculo liso, esquelético, glandular y en el sistema nervioso. En el sistema
nervioso central, las altas concentraciones de esta enzima provocan
incoordinacion, y depresion de la funcion motora, asi como también del sistema
respiratorio. El aumento de la secrecion pulmonar en conjunto con falla respiratoria

son las causas usuales de muerte por envenenamiento de estos plaguicidas.®®

2.3 Uso de plaguicidas en la floricultura
La actividad floricola, en su conjunto, representa ademas de una alternativa
econdémica importante para la comunidad, una actividad compleja que requiere un

andlisis cuidadoso en relacién con otros aspectos como el ambiental y social. ®

En el Estado de México el cultivo de flores se desarrolla principalmente, en los

municipios de: Tenancingo, Coatepec Harinas, Ixtapan de la Sal, Tonatico,
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Zumpahuacan, Texcoco y Villa Guerrrero conocidos como “el corredor floricola”.
Solamente Villa Guerrero genera el 56% de la produccion total estatal. Se estima
gue en 2005 se reportaron mas de 2100 millones de pesos, que representan el
84.5% del valor de la produccion nacional. De las hectareas cultivadas, 88% se

realiza a cielo abierto y 12% bajo invernadero.®®

Segun datos del INEGI, en México el 60% de los 22 plaguicidas son considerados
como perjudiciales para la salud y el medio. De ellos el 42% se fabrican en el pais.
De 90 plaguicidas que han sido cancelados o restringido en los Estados Unidos 30

aun se siguen usando en México."”

De acuerdo a informacion de Instituto de Salud del Estado de México (ISEM), en el
periodo de 1993-2002 se registraron 739 casos de intoxicacion en la entidad, de
ellos el 48.9% se ubicaron en los principales municipios productores de flor. En el
2006 se registraron 118 intoxicaciones por plaguicida en el estado, de ellos 53
ocurrieron en la jurisdiccion de Tenancingo, de acuerdo al sistema de registro
semanal de nuevos casos de intoxicacion de la direccidon de epidemiologia del
ISEM. ®

El Servicio de informacion toxicoldgica reporto en el periodo enero-octubre de
2005 un total de 268 casos de intoxicacion atendidos a través de este sistema a
nivel nacional, el mayor numero de intoxicaciones fue de tipo accidental (54.1%) y
laboral (20.5%). Los principales grupos quimicos de plaguicidas involucrados en
los casos de intoxicacion los representaron los organofosforados con un 3%,
carbamatos con un 19%. El Estado de México ocupd el segundo lugar en el
namero de casos reportados con un total de 24, después de Chiapas con 30 casos
reportados. *

2.4 Genotoxicidad por plaguicidas
El hecho de que los plaguicidas sean empleados en mezclas o simultaneamente

con otros compuestos, hace que puedan tener diferentes efectos genotoxicos
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aditivos, sinérgicos y potenciadores. Los plaguicidas ademas de tener accion
mutagénica, también pueden estimular una accidn carcinogénica y teratogénica.
La variedad de los efectos genotdxicos originados por los plaguicidas depende de
varios factores, tales como el ingrediente activo del compuesto, las impurezas, los
metabolitos originados, la ruta de absorcion, la duracion y frecuencia de la

exposicion y la acumulacion del plaguicida en diferentes tejidos.®

Los plaguicidas pueden interactuar con los centros nucleofilicos de las
macromoléculas, como el DNA y ocasionar cambios en su estructura, este tipo de
lesiones como los aductos o las intercalaciones pueden causar la muerte de la
célula afectada o ser reparados por sistemas enzimaticos. La célula cuenta con
varios mecanismos de reparacion para los diferentes tipos de dafios en el DNA.
Sin embargo, no son reparadas estas lesiones o0 han sido reparadas
incorrectamente, por lo que se expresan mutaciones después de la division

celular. %3

Las mutaciones pueden ser de origen genético, como por ejemplo: son
microlesiones, cambios de sustitucion o adicion y delesibn de bases en la
constituciéon de nucleétidos; o cromosémicas las cuales pueden ser numéricas,
estas son macrolesiones observables a través del andlisis citogenético de los
cromosomas y se refieren a la ganancia o pérdida de uno o varios cromosomas, o
bien cambios estructurales de los cromosomas, inducidos por lesiones en el DNA
no reparadas o mal reparadas y expresados como delesiones, fracturas,

rearreglos de tipo cromosémico o cromatidico.®®

Varona et al. (2003), determinaron la frecuencia de alteraciones citogenéticas y
deficiencias en la reparacion del ADN en células sanguineas de 31 trabajadoras
voluntarias de cultivos de flores en Bogota, Colombia con riesgo de exposicion
ocupacional a plaguicidas y 30 sin ese riesgo. El promedio de edad de las mujeres
fue de 36.4 afios y el tiempo promedio por exposicion a cultivos de flores era de 12
afos. En los ensayos citogenéticos se encontré que el grupo expuesto presento

frecuencias mayores de células con aberraciones cromosomicas y micronucleos,
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gue el grupo no expuesto, con diferencias significativas. Asi mismo, Paz y Mifio et
al. (2002), evaluaron a 41 agricultores expuestos a una amplia variedad de
plaguicidas e igual niumero de no expuestos como grupo control en Ecuador. En el
grupo expuesto que incluy6é 28 hombres y 3 mujeres se encontrd que la frecuencia

de aberraciones cromosémicas fue 30 veces mayor en el grupo expuesto. " 72

2.5 Susceptibilidad por exposicion a plaguicidas

Los genotipos son responsables de las diferencias interindividuales para activar o
destoxificar los agentes genotéxicos y son considerados como biomarcadores de
susceptibilidad. Entre los genes que participan en el metabolismo de mutagenos
estéa relacionado el citocromo P450 y la glutation S-transferasa, que convierten los
carcind0genos 0 mutagenos inactivos a sus formas genotoxicas. Muchos de estos
genes son polimérficos en poblaciones humanas y explican diversas diferencias
interindividuales observadas en respuesta genotoxica con biomarcadores o

enfermedades.”

Puede haber una mayor expresion de variantes alélicas especificas, las cuales
dan lugar a individuos que son malos metabolizadores. Estos individuos pueden
estar expuestos a riesgo cuando la toxicidad de un farmaco dependa de la dosis,
si la forma no metabolizada de este es farmacolégicamente activa y el
medicamento se acumula en el cuerpo al repetir la dosis, también puede ocurrir lo
opuesto, cuando se transcriben dos o mas copias de un gen, lo que conduce a
producir cantidades superiores de la proteina activa y a una velocidad de
metabolismo acelerada de los sustratos propios de esta forma; por lo tanto estos

individuos son metabolizadores rapidos o extensivos.

Los plaguicidas organofosforados son metabolizados primariamente por el
citrocromo hepatico P450 para convertirse en un oxon-organofosforado
intermediario activo. Este intermediario activo es posteriormente hidrolizado por
paraoxonasas a dietil fosfato y 4-nitrofenol, o conjugado a glutation, con la

subsecuente catélisis de varias glutatién S-transferasas (GSTs). > "® 7’
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3. POLIMORFISMOS GENETICOS

Un polimorfismo consiste en las variaciones que se presenta entre individuos de
una misma especie, ya sea al nivel genético o a nivel de proteinas. Estas
variaciones genéticas pueden ser originadas por errores en los mecanismos de
replicacion y reparacion del DNA, asi como por factores ambientales. El estudio de
estas variaciones tiene diversas aplicaciones en el campo de la medicina asi como

en el desarrollo de investigaciones biolégicas y de evolucion. “® -8

3.1 Polimorfismos de Nucleétido Sencillo (SNP)

Uno de los polimorfismos més estudiados y mas frecuentes es la variacion de una
sola base (SNP single nucleétide polymorphism) en forma de insercién/delesion.
Esto debido a la existencia de aproximadamente 10 millones de SNP en el
genoma humano. La mayoria de los SNP’s tienen dos alelos los cuales estan
representados por una sustitucién de base por otra. En las poblaciones, este tipo
de alelos se clasifican en alelo “silvestre” y alelo mutante. Debido a que los
humanos son diploides, un individuo puede tener uno de tres genotipos:
homocigoto para el alelo méas frecuente, heterocigoto, u homocigoto para el alelo

menos frecuente. GSTP1 pertenece a este tipo de polimorfismos. " &°

3.2 Polimorfismos de Secuencias Repetidas (VNTR)
Los VNTR (variable number of tandem repeats) son conocidos como VNTR-
minisatélites, VNTR-microsatélites o STR (short tandem repeats). Ambos casos

presentan un nimero variable de repeticiones en tandem.’®

Los minisatélites son loci que corresponden a secuencias de ADN de unas pocas
decenas de nucleoétidos repetidas en tandem. ElI nimero de dichas repeticiones
varia de cromosoma a cromosoma, de forma que en un cromosoma el nimero de
repeticiones en tdndem puede ser de 10, en otro de 15, en otro de 22, etc. En este
tipo de polimorfismos cada loci puede presentar muchos alelos distintos (tantos
como repeticiones), sin embargo, presentan el inconveniente de que no estan

distribuidos por todo el genoma. "
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Los VNTR-minisatélites han encontrado su maxima aplicacion en la determinacion
de la paternidad, mientras que los VNTR-microsatélites son utilizados en el
diagnostico genético, debido a la repeticion en tandem de secuencias de 2 a 5
nucledtidos. Los microsatélites presentan dos caracteristicas que los hacen
ideales para su uso. La primera es que estan distribuidos por todo el genoma y la
segunda, presentan un numero elevado de alelos con frecuencias similares entre
si, de forma que la probabilidad de que un individuo sea heterocigoto es muy
elevada (alta heterocigosis). "

3.3 Polimorfismos de la glutation S-transferasa

La familia de las enzimas glutation S-transferasa (GST) se encuentran en todas
las células eucariotas, representa el mayor grupo de la fase Il de la
biotransformacion de xenobioticos (Figura 1). Las GSTs actian como enzimas
destoxificantes por su habilidad para catalizar la conjugacion de los compuestos
electrofilicos con el glutatién, también tiene un papel importante en la depuracién
de radicales libres, y por lo tanto, protege a la célula de los efectos nocivos del

estrés oxidativo. "> "°

En humanos las isoenzimas de esta familia se han identificado en diferentes
tejidos y 6rganos como, rifién, pulmoén, intestino, piel, cerebro, sangre, corazon,
musculo e higado, en este ultimo pueden llegar a constituir hasta un 4% de las

proteinas totales.

El interés farmacoldgico y toxicoldgico de este gen se debe a que su expresion se
ve incrementada significativamente en las células tumorales de mamiferos, es por
esto que se ha relacionado con la resistencia al tratamiento de diferentes tipos de
cancer. También se les ha relacionado con enfermedades del corazén y neuro-
degenerativas, como el Parkinson y Alzheimer. Siendo consideradas actualmente

como una respuesta evolutiva de las células al estrés oxidativo. 8% &
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Figura 1. Proceso de Biotransformacion
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La presencia de polimorfismos en los genes que codifican para GSTs pueden

C)SIN MODIFICACION
XENOBIOTICOS

alterar su funcion y el estudio de estos puede ayudar al entendimiento del riesgo
de exposicidon a diferentes xenobioticos en la poblacion, sub-poblacion e individual.
Ademas la presencia de polimorfismos en estas enzimas explica en parte las

diferencias en cuanto a la susceptibilidad individual.®*

Se clasifican en ocho clases, Alfa (a), Mu (u), Pi (n), Kappa (K), Theta (©), Omega
(Q), Sigma (¢) y Zeta (Z); en mamiferos se clasifican en seis subclases, Alpha, Mu,
Pi, Theta, Omega y Zeta. Con base en la similitud de la estructura primaria de
aminoacidos existen como homodimeros o como heterodimeros, tienen una masa
molecular de aproximadamente 25 kDa por subunidad. 8% 84 &

Algunas de las isoenzimas que codifican estos genes son:

a) GSTM1 (p):

La secuencia de este gen esta conformado por cinco regiones, M1, M2, M3
M4 y M5, siendo el M1 hasta ahora el mas estudiado, el cual esta ubicado
en el cromosoma 1, region pl13.3 (Figura 2), esta formado por 8 exones,

tiene una longitud de 4.2 kb. y es polimérfico, ya que cuenta con 4 variantes
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alélicas: A, B, C y 0 (alelo nulo). Entre los posibles polimorfismos que

presenta, GSTM1 nulo es el mas frecuente. Las deleciones homocigoticas

de GSTM1 nulo dan lugar a la ausencia de la actividad enzimatica.®* &°

Estudios epidemiolégicos han propuesto que los individuos que portan

genotipo nulo para este gen o sea delecion en ambos alelos, tienen un

mayor riesgo de desarrollar cancer de pulmén, vejiga, colon y mama. 8 8¢

Figura 2. Gen GSTML1 localizacién gendémica
Chr 1
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Fuente: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GSTM1

b) GSTT1 (©):

La secuencia de este gen se encuentra ubicado en el cromosoma 22,
region pl11.2 (Figura 3), esta conformado por cinco exones y se encuentra
flanqueado por dos regiones homologas HA3 y HA5. Es polimérfico y posee
dos variantes, GSTTL1 silvestre y GSTT1 0 o nulo. Este ultimo polimorfismo
es consecuencia de una recombinacion homéloga de las regiones HA3 y
HA5 que dan como resultado una delecion de 5.4 kb y en consecuencia la

enzima no se traduce. %> 8%’

Se ha demostrado que esta clase participa en la desintoxicacion de
plaguicidas y son considerados como factor influyente en el desarrollo de
cancer de piel. Por lo tanto, los individuos homocigotos para GSTT1 nulo,

tienen un mayor riesgo de desarrollar cancer. %3

Figura 3. Gen GSTT1 localizacion genémica
Chr 22
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Fuente: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GSTT1

|
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c) GSTP1 (n):

La secuencia de este gen se localiza en el cromosoma 11, region ql13
(Figura 4), estd conformado por nueve exones, tiene una longitud
aproximada de 3 kb. Es polimérfico, cuenta con tres variantes alélicas:
GSTP1a, alelo silvestre; GSTP1b, ubicado en el exon 5 y es resultado de
una mutacion en el codon 104 de ATC (lle) a GTC (Val); GSTP1c, la cual
posee la misma mutacion en el codon 104 que GSTP1b, pero cuenta con
una segunda mutacién ubicada en el exon 6, en el codén 113 de GCG (Ala)
aGTG (Val).gl’ 86, 88, 89

Figura 4. Gen GSTP1 localizacion genémica
Chr 11
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Fuente: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GSTP1

Ha sido reportado que las personas que cuentan con los polimorfismos
GSTP1b y GSTP1c tienen un mayor riesgo a desarrollar diferentes tipos de
patologias, debido a que las proteinas codificadas por los alelos mutantes
influyen en la actividad enzimatica, en su capacidad de metabolizar agentes
carcindgenos y medicamentos contra el cancer, ya que cada uno otorga
distinta estabilidad térmica y afinidad por el sustrato. Esto se debe a que las
enzimas traducidas de los polimorfismos GSTP1b y GSTP1c mostraron
desviaciones significativas en las distancias interatobmicas de los puntos
electrofilos de union a aminoacidos, como consecuencia del intercambio de

aminoacidos . %

Wenten et al y Oliviera et al, reportaron que existe un aumento en el riesgo
de padecer cancer de vejiga, cabeza, laringe, mama, piel, colén, estbmago,
pulmén y testiculos, en individuos homocigotos para GSTP1b y GSTP1c, en
comparacion con los individuos homocigotos para GSTP1a con base a la
identificacion de la sobreexpresion de las variantes mutantes. Estos
resultados reflejan que las variantes b y ¢ tienen una eficiencia catalitica

menor que la variante GSTP1a.%* 1%
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3.4 Identificacion de Polimorfismos Genéticos

Las técnicas empleadas para determinar polimorfismos son muy diversas, la
secuenciacion de ADN es la prueba de oro para la deteccién de polimorfismos,
pero resulta muy costosa, por lo que se han desarrollado diferentes métodos para
realizar este tipo de identificacion. Uno de estos métodos es la Reaccion en
cadena de la Polimerasa (PCR, acrénimo inglés de Polymerase Chain Reaction),
es una de las técnicas de biologia molecular que han revolucionado la

investigacién y a la sociedad. **

Desarrollada por Kary Mullis en 1986, la PCR tiene multiples aplicaciones y

variantes, que la hacen practicamente ilimitada; entre ellas sobresalen:

» Simplifica muchos experimentos de ingenieria genética.

» Permite muchos estudios de expresion genética.

» Secuenciacion directa de secuencias amplificadas.

» Deteccion de mutaciones.

» Seguimiento de la efectividad de tratamiento de enfermedades.

» Diagndsticos de enfermedades genéticas e infecciosas.

»En ciencia forense: identificacibn de restos bioldgicos, determinacién de
paternidad, pruebas periciales en criminalistica.

» En arqueologia y paleontologia.

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un procedimiento in vitro para
la amplificacién selectiva de una secuencia de ADN especifica, no mayor de 6 Kb,
dentro de un conjunto heterogéneo de secuencias de ADN. Esta técnica tiene dos

aplicaciones fundamentales: clonacién y mutagénesis de ADN in vitro. % 9

La PCR utiliza oligonucleotidos sintéticos llamados primers o iniciadores, estos
deben ser disefiados con base en la secuencia del fragmento de ADN blanco.
Regularmente son de una longitud entre 18-25 nucledtidos, tienen una

composicién de 40% a 60% de G-C y complementarios. En presencia de una ADN
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polimerasa termoestable y desoxinucleotidos trifosfatados (dNTPs), inician la

sintesis de nuevas cadenas. %% %2

La reaccion consiste en tres ciclos secuenciales; primero la desnaturalizacion del
ADN que se lleva a cabo de 93-95°C; segundo el alineamiento de los primers, la
cual se realiza entre los 50 a 70°C; por ultimo la sintesis de una nueva cadena
complementaria de ADN que por lo general utiliza temperaturas de 70 a 75°C. La
PCR es una reaccion en cadena porque las hebras de ADN recién sintetizado

actuaran como ADN blanco para la sintesis de nuevas cadenas de ADN. %9

La cantidad de ADN amplificado mediante esta técnica se visualiza facilmente
mediante electroforesis en gel de agarosa. En la Figura 5 se muestra la secuencia
de las tres reacciones sucesivas llevadas a cabo a distintas temperaturas durante
la PCR. %

Figura 5. Pasos de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
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3.5 Polimorfismos de GST y exposicién a plaguicidas

Pocos estudios en México han explorado los polimorfismos genéticos de GSTs y
su asociacion con dafio al DNA en trabajadores expuestos a plaguicidas. Como es
el caso del reportado por Singh et al. (2011), en el cual evaluaron los efectos
genotoxicos de trabajadores expuestos a plaguicidas organofosforados y su
asociacion con polimorfismos genéticos GSTM1, GSTT1 y GSTP1, examinaron
230 sujetos, 115 trabajadores expuestos y 115 no expuestos. El dafio al DNA fue
evaluado usando ensayos cometa y la genotipificacion se realizo usando PCR-
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RFLP (Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion, del
inglés Restriction Fragment Length Polymorphism). Los resultados revelaron que
el aumento al dafio al DNA puede estar relacionado con la delesion nula GSTM1
y el genotipo homocigoto silvestre (wild) GSTP1 debido a la interaccion genes—

ambiente en trabajadores expuestos a plaguicidas organofosforados.®®

Castillo et al. (2006), estudiaron la actividad de la GSTT1 en floricultores
expuestos a plaguicidas, el grupo expuesto estuvo conformado por 25 individuos e
igual numero como grupo no expuesto. Mediante la deteccion de la actividad
enzimatica demostraron que ante un agente genotoxico, en este caso plaguicidas,
el organismo responde generando un aumento en la actividad enzimatica, como lo
fue en el grupo expuesto. Pudiendo considerar que la exposicion a plaguicidas

induce la activacion en el sistema enzimatico de la GSTT1.%

|
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aun con las medidas de salud publica bucal en México (fluoracion de la sal y
programas nacionales de salud bucal) los problemas de morbilidad bucal aquejan
a toda la poblacion. De acuerdo con datos de la Organizacion Mundial de la Salud

(2003), entre el 60%-90% de los escolares de todo el mundo tienen caries dental.

La complejidad de esta enfermedad se debe al hecho de tratarse de un proceso
multifactorial, siendo una condicién progresiva, costosa, provocando efectos sobre
la salud de las personas. Debido a que el ser humano se encuentra expuesto a un
medio ambiente contaminado por infinidad de compuestos toxicos, su salud se ve

alterada en diversos aspectos, entre ellos el riesgo a caries.

Ante la falta de datos sobre la relacién entre caries y genes de susceptibilidad en
individuos expuestos a un medio ambiente contaminado por plaguicidas, el

presente trabajo pretende dar respuesta a la siguiente pregunta:

¢ Los polimorfismos del gen Glutation S-transferasa (GSTM1, GSTT1 y GSTP1)
confieren resistencia o susceptibilidad a la caries dental en trabajadores expuestos

a plaguicidas, en el Municipio de Villa Guerrero, Estado de México?

|
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V. JUSTIFICACION

Ante un constante aumento en el entendimiento del genoma humano resulta
evidente que la mayoria de las enfermedades tienen una base genética incluyendo
la caries por lo tanto la obtencion de estos datos servira de referencia cientifica

para conocer mas sobre el factor genético de la caries.

Con este esfuerzo de investigacion, se pretende determinar si ciertos tipos de
polimorfismos del gen Glutation S-transferasa (GSTM1, GSTT1 y GSTP1) pueden
ocasionar susceptibilidad a presentar caries en aquellas personas expuestas a

plaguicidas.

|
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VI. HIPOTESIS

« Hi: Los polimorfismos genéticos GSTM1, GSTT1 y GSTP1 confieren

resistencia a la caries en personas expuestas a plaguicidas.

. Ho: Los polimorfismos genéticos del GSTM1, GSTT1 y GS no confieren

susceptibilidad a la caries en personas expuestas a plaguicidas.

|
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VII. OBJETIVOS

Objetivo general:

Identificar si los polimorfismos genéticos GSTM1, GSTT1 y GSTP1 confieren

susceptibilidad a la caries dental en personas expuestas directamente a
plaguicidas.

Objetivos especificos:

e Diagnosticar clinicamente la caries en el grupo de personas expuestas
laboralmente a plaguicidas y en el grupo de no expuestos laboralmente

e Realizar la genotipificacion de los polimorfismos GSTM1, GSTT1 y GSTP1 del
gen Glutation S-transferasa

eBuscar la posible asociacién entre la caries y los polimorfismos de GSTT1,
GSTM1Y GSTP1.
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VIIl. DISENO METODOLOGICO

8.1 Disefio de la investigacion:

Transversal-comparativo

8.2 Poblacion y/o Universo:
a) Personas que vivan en el municipio de Villa Guerrero, Edo. de México que se

dediquen a la floricultura.

b) Personas que asistan al Hospital Lic. Adolfo Lépez que no se dediquen a la

floricultura.

8.3 Limites de espacio y tiempo:

La presente investigacion se realizo en el municipio de Villa Guerrero, Edo. de México en
los invernaderos locales y en el Banco de Sangre Estatal del Hospital Lic. Adolfo Lépez
Mateos, en la ciudad de Toluca, Edo. de México; en el periodo de marzo 2012-enero
2013.

8.4 Muestreo

a. Tipo de muestreo: Probabilistico (aleatorio simple)

b. Tamafio de muestra: deterministico (en funcion de la factibilidad econémica para
la realizacion del estudio, con una n no menor a 40 individuos por grupo:
expuestos ocupacionalmente vs no expuestos ocupacionalmente

C. Seleccién de los elementos de observacion: la seleccién de dichos elementos
estara en funcién de los criterios establecidos para la realizacion del presente

estudio

8.5 Criterios de Seleccion
a. Criterios de inclusion:

. Hombres y mujeres que trabajen en invernaderos y estén expuestos

plaguicidas, en Villa Guerrero, Edo. de México
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. Hombres y mujeres que no estén expuestos ocupacionalmente a plaguicidas,
gue asistan al Hospital Lic. Adolfo Lopez Mateos a donar sangre en el banco
estatal de sangre.

. Mayores de 18 afios de edad

« Consentimiento informado firmado

b. Criterios de no inclusion:
« Menores de 18 afios de edad
« Mujeres embarazadas
. Personas con enfermedades crénicas que aumenten el riesgo de caries por si
solas o por el tratamiento (diabetes, enfermedades cardiovasculares, cancer,
enfermedad renal, epilepsia)

« No acepten participar en el estudio

c. Criterios de exclusion:
. Contaminacion de la muestra de sangre durante la toma de la misma

« Muestras no rotuladas

d. Criterios de eliminacion:
« Muestras de sangre insuficientes
« Muestras hemolizadas

« Resultados confusos

|
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8.6 Operacionalizacion de Variables:

Variable Definicion Definicion Tipo de Unidad de  Escalade
Dependiente Conceptual Operacional Variable Medicion Medicion
Caries Proceso Deteccion Cualitativa Tipo de Lesion
patolégico de clinicay visual  nominal variante superficial
origen externo de la presencia alélica Lesion
que se inicia de caries en cavitada
después de la todos los
erupciéon y organos
ocasiona un dentarios de
reblandecimiento los
del tejido duro participantes
del diente,
evolucionando
hacia la
formacion de
una cavidad.
Variables Definicién Definicidn Tipo de Unidad de Escala de
Independiente Conceptual Operacional Variable Medicién Medicién
GSTM1 El gen GSTM1 Deteccion de Cualitativa Presente o
ubicado en el presencia o nominal nulo
cromosoma l, ausencia del
region p13.3, gen GSTM1 en
esta formado cada

por 8 exones,
tiene una
longitud de 4.2
kb.yes
polimérfico, ya
gue cuenta con
4 variantes
alélicas

participante

Lecourtois Amézquita Mariana G.
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Variables

Independiente

Definicion
Conceptual

Definicion

Operacional

Tipo de
Variable

Unidad de
Medicién

Escalade
Medicién

GSTP1

GSTT1

La secuencia de
este gen se
localiza en el
cromosoma 11, Es
polimérfico, cuenta
con tres variantes
alélicas: GSTP1a,
alelo silvestre;
GSTP1b, este
polimorfismo se
encuentra ubicado
en el exon 5.
GSTPl1c, posee la
misma mutacion
que GSTP1ben el
exén 5y una
segunda mutacion
en el exén 6

Este gen se
encuentra ubicado
en el cromosoma
22, regién p11.2
(Figura 3), esta
conformado por
cinco exones y se
encuentra
flanqueado por dos
regiones
homologas HA3 y
HAS. Es
polimérfico y posee
dos variantes,
GSTT1 silvestre y
GSTT1 0 o nulo.
Este dltimo
polimorfismo es
consecuencia de
una recombinacion
homoéloga de las
regiones HA3 y
HA5 que dan como
resultado una
delesion de 5.4 kb
y en consecuencia
la enzima no se
traduce

Deteccion de
las variantes

alélicas del gen

GSTP1

Deteccion de
las variantes

alélicas del gen

GSTT1

Cualitativa
nominal

Cualitativa
nominal

Tipo de
variante
alélica

Tipo de
variante
alélica

Variante
silvestre
GSTPla
Polimorfismo
GSTP1b
Polimorfismo
GSTPl1c

Presente o
nulo
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Variables Definicién Definicion Tipo de Unidad de Escala de
Independiente  Conceptual Operacional Variable Medicidn Medicion
Plaguicidas  Cualquier Sustancias Cualitativa, Tipo de Organofosforados,
sustancia o guimicas utilizadas nominal plaguicida carbamatos,
mezcla de para proteger de triazinas,
sustancias organismos imidazoles,
destinadas a  nocivos la clorobencenos
prevenir, produccion y
destruir o calidad de las
controlar flores, con
cualquier plaga capacidad
las especies no mutagenay
deseadas de  cancerigena, por
plantas o contener
animales que  ingredientes con
dafian o que propiedades para
interfieren en la cambiar el acido
produccion. desoxirribonucleico
(ADN)
Edad Duracion de La edad de los Cuantitativa  Aflos-meses 18a <24

la vida de un  participantes Continua >24 a <30
organismo, comprende desde >30a<36
medida en el nacimiento a la >36 a<42
unidades de  fecha de estudio. >42 afios 0 mas
tiempo,
desde su
nacimiento.
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Variables Definicién Definicion Tipo de Unidad de Escala de
Independiente Conceptual Operacional Variable Medicion Medicidn
Exposicion Incidencia de Tiempo de Cuantitativa Afos-meses 2a <5
ocupacional  sustancias, exposicion de nominal >5 a <8
radiaciones, etc, los trabajadores >8 afios o
u otras en mas
condiciones invernaderos a
durante el plaguicidas de
trabajo al menos 2
afios
No exposicion Concentraciones No existe una  Cualitativa Sio No
ambiental inocuas de una  exposicion alos nominal
sustancia toxica  plaguicidas ya
o ausencia dela seade forma
misma, que es laboral o
liberada al ambientalmente
medio ambiente,
gue no causa
alteraciones en
la salud humana
Dieta Aquella de La frecuencia Cualitativa Ndmero de alta ingesta=
cariogénica  consistencia de ingesta de ordinal veces diariamente

blanda, con alto
contenido de
hidratos de
carbono,
especialmente
azucaes
fermentables
como la
sacrosa, que se
deposita con
facilidad en las
superficies
dentarias
retentivas

alimentos
cariogénicos se
extraera de la
pregunta «jcon
qué frecuencia
consume los
siguientes
alimentos?».
Se analizara lo
referente a la
ingesta de
dulces sdlidos,
refrescos con
azlucary
refrigerios o
comidas
saladas por ser
estos 3 grupos
de alimentos
los que se
asocian mas
frecuentemente
a riesgo
cariogénico

mediano=una
0 mas veces
por semana
poco= nunca o
menos de una
vez ala
semana
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Variables Definicién Definicion Tipo de Unidad de Escala de
Independiente Conceptual Operacional Variable Medicion Medicidn
Habitos Acciones Frecuencia de Cuantitativa Ndmero de <1lvez
higiénicos necesarias uso de los discreta veces al dia 1vez
bucodentales para mantener elementos 2 veces
la salud necesarios para 3 0 mas
bucodental la higiene
bucodental
Nivel de Periodo de El nivel maximo Cuantitativa Afos-meses Afios y meses
Escolaridad  tiempo que de estudios continua gue recibid
dura la ensefianza en
estancia de un una escuela

nifio o joven en
una escuela
para estudiar y
recibir la
ensefanza
adecuada

e —————
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8.7. Materiales

« 1 Caja de Guantes desechables para examinar

« 80 tubos vacutainer con 2 mL de heparina

« Kit de extraccién de ADN Zymo Research Zr Genomic DNA |l
. Termociclador de punto final (Techne TC-512)

« Centrifuga (Eppendorf)

« Microondas

. Equipo de electroforesis (cubeta, soporte, peine, fuente de alimentacion)
« Transiluminador de luz UV

« Micropipetas automaticas

« Tubos eppendorf de 1.5 mL

« Agarosa al 2%

« Bromuro de etidio al 2%

. Buffer de carga (Orange)

« Agua destilada

« Primers:
Primers Secuencia Tamaio del
amplicon
GSTP1b F 5- ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-3 176pb
R 5-TGAGGGCACAAGAAGCCCCT-3

GSTPl1c F 5-TGGCAGCTGAAGTGGACAGGATT-3 332 pb
R 5-ATGGCTCACACCTGTGTCCATCT-3

GSTT1 F 5-TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC-3' 480pb
R 5'TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA-3

GSTM1 F 5'GAA CTC CCT GAA AAG CTAAAGC 3 215 pb

R5 GTT GGG CTC AAATAT ACG GTG G 3
CYP1A1 F 5-TAACACTGATCTGGCTGCAG-3 420pb

R 5-GGGAAGGCTCCATCAGCATC-3
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8.8 Método

8.8.1 Aplicacién de cuestionario

Para el grupo de personas expuestas a plaguicidas se acudio directamente a los
invernaderos del municipio de Villa Guerrero, Edo. de México, en cuanto al grupo
de personas no expuestas ocupacionalmente se invitaron a aquellos que acudian
al Hospital Lic. Adolfo Lépez Mateos a donar sangre en el banco estatal de

sangre.

Para ambos grupos se les invitd a participar en el estudio voluntariamente. Una
vez que aceptaron y firmaron la carta de consentimiento informado (anexo 1), se
les aplicé un cuestionario relacionado a sus habitos higiénicos y dietéticos (anexo
2).

8.8.2 Toma de muestras

A cada participante se le tom6 una muestra de 5 mL de sangre periférica en tubos
vacutainer con heparina. Las muestras se transportaron en una hielera, en
maximo 4 hrs al Laboratorio de Genética de la Facultad de Quimica, UAEM, y se

mantuvieron en refrigeracién a una temperatura de 4-6°C hasta su procesamiento.

8.8.3 Identificacion de caries
Se realiz6 la identificacion de caries clinica y visualmente con ayuda de un

explorador y espejo bucal. Se clasificaron las lesiones como:

a) Lesion superficial. Cuando la desmineralizacion se encuentra limitada a la
superficie del esmalte, sin ser una cavidad.
b) Lesion cavitada. La lesién forma una cavidad y alcanza un extenso compromiso

de la dentina.
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8.8.4 Genotipificacion

Para la extraccion de DNA se utilizaron 100 yL de sangre, usando el kit para
purificacion de DNA gendmico. Las muestras de sangre fueron congeladas a
menos 79°C.

El procedimiento se realizé mediante el método por columna que consta de los
siguientes pasos:
1) Adicionar 400 pL de Genomic Lysis Buffer a 100 pL de sangre total.
2) Mezclar en el vortex de 4 a 6 segundos y dejar reposar a temperatura
ambiente 5 minutos.
3) Transferir la mezcla a una columna colocada sobre un tubo colector,
4) Centrifugar la mezcla a 10 000 rpm durante 1 minuto.
5) Decantar el centrifugado y llevar la columna a un nuevo tubo colector.
6) Adicionar 200 uL de DNA Pre-Wash Buffer al interior de la columna.
7) Centrifugar a 10 000 rpm durante 1 minuto.
8) Adicionar 500 uL de g-DNA Wash Buffer al interior de la columna.
9) Centrifugar a 10 000 rpm por 1 minuto.
10) Transferir la columna a un tubo eppendorf.
11) Adicionar 50 pL de DNA Elution Buffer a 60 °C al interior de la columna.
12) Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

13) Centrifugar a 14 500 rpm por 30 segundos para eluir el DNA de la columna.

Se verificd la efectividad de la extraccion de DNA, mediante un corrimiento
electroforético en gel de agarosa al 1 %, mezclando 8 uL de la muestra con 1 pL

de buffer de carga Orange, dejandolo correr por 30 minutos a 100 V/35 A.

8.8.5 Deteccidn de polimorfismos

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Se realiz6 una PCR multiple de GSTM1 con CYP1A1 (Tabla 1), este ultimo gen
funciona como control por que es constitutivo, y otra PCR multiple para detectar

GSTT1 con CYP1Al (Tabla 2) como control. El termociclador de punto final se
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programé para 35 ciclos: desnaturalizacion por 2 min a 94°C, la alineacion por 2
min a 62° C y alargamiento por 1 min a 72° C, una extension de 10 minutos a

72°C para terminar el proceso.

TABLA 1.Reactivos para PCR de punto final para GSTM1 y CYP1Al

Reactivo Volumen (pL)
H.0 desionizada 11.9
5x Buffer Green PCR 5
MgCl, 1.5
dNTPs 15
CYP1A1f 1.0
CYP1Alr 1.0
GSTM1 f 1.0
GSTM1r 1.0
Taq Polimerasa 0.1
DNA templado 2
TOTAL 25 pL

TABLA 2.Reactivos para PCR de punto final para GSTT1y CYP1Al

Reactivo Volumen (pL)
H.0 desionizada 11.9
5x Buffer Green PCR 5
MgCl, 15
dNTPs 15
CYP1ALf 1.0
CYP1Alr 1.0
GSTTL1f 1.0
GSTT1lr 1.0
Taq Polimerasa 0.1
DNA templado 2
TOTAL 25 pL
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Electroforesis del amplicén de GSTM1 Y GSTT1

Se llevé a cabo una electroforesis horizontal de los productos de reaccion de la
PCR en agarosa al 2 %. Se mezclaron 4 pL del amplicon con 1 pL de buffer de
carga y se colocaron dentro de un pozo, en otro pozo se deposito 5 pyL de
marcador de peso molecular de 100 pb para la identificaciébn de los genes,
dejandolo correr por 1 hora a 100 V/35 A.

Tincion

Se tifieron las bandas obtenidas con una solucion de bromuro de etidio al 1% por
15 minutos y se revelaron en el transiluminador. Se tomé como control de la PCR
la presencia del gen CYP1A1l con una banda de 312 pb, la presencia de una
banda de 480 pb corresponde al gen GSTT1 y una banda de 215 pb corresponde
al gen GSTM1.

Deteccién de polimorfismos de GSTP1

Los polimorfismos de GSTP1b y GSTP1c se ubican en diferentes regiones del
gen, exon 5 y exon 6 respectivamente, por lo que se realizé la amplificacion de las
dos regiones por separado, para PCR de punto final y empleando dos pares de
primers, el propio para cada gen. Se realiz6 la amplificacion empleando las
mismas condiciones y amplificando cada gen por separado pero en la misma

corrida.

Para la amplificacion del exdn cinco se espera un amplicén de 176 pb, mientras
que para el exdn seis uno de 332 pb. Se realizé la mezcla de los componentes
para una PCR de punto final con un volumen final de 25 pyL (Tabla 3). El
termociclador (Ependorff) se programé para 35 ciclos: desnaturalizacion por 2 min
a 94°C, la alineacion por 2 min a 62° C y alargamiento por 1 min a 72° C, una

extension de 10 minutos a 72 C para terminar el proceso.
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TABLA 3. Reactivos para la PCR de punto final para GSTP1

Reactivo Volumen(pul)
H,O desionizada 13.9
MgCl, 15
dNTPs 0.5puL
Primer F 1pL
Primer R 1puL
Taq Polimerasa 0.1 puL
5x Buffer PCR 5uL
DNA templado 2 UL
TOTAL 25 uL

Los productos de las PCR se verificaron mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 2%, por 60 minutos a 100V/35A. Una banda de 176 pb corresponde al
gen GSTP1b y una banda de 332 pb corresponde al gen GSTP1c.

Digestiones Enziméticas
La mezcla total de los reactivos de las digestiones enzimaticas se realizaron en un

tubo estéril colocado en hielo, utilizando 10.0 yL de los productos de las PCR.

Descripcién de enzimas de restriccion:
a. Enzima BsmAl para identificar polimorfismos del gen GSTP1b:

Sitio de reconocimiento Temperatura de reaccion
5..GTCTC(N)1" .3 55°C
3...CAGAG(N)5"..5

b. Enzima Acil para identificar polimorfismos del gen GSTP1C

Sitio de reconocimiento Temperatura de reaccion
5..C*CGC...3 37°C
3...GCG"G...5
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Las condiciones para realizar las digestiones enziméaticas fueron de acuerdo a lo
que indica el fabricante (Thermo Scientific, fermentas). Se combinaron los
componentes de la reaccion a temperatura ambiente y en el orden que se muestra

en la Tabla 4:

TABLA 4. Reactivos y condiciones para las digestiones con BsmAl y Acll

Reactivo Volumen (uL)
H,O Desionizada 17.0
10X FastDigest Green Buffer 2.0
Producto de PCR 10
Enzima FastDigest 1.0
Total 30

Los productos de las digestiones se verificaron, mediante una electroforesis en gel

de agarosa al 3 %, dejandolo correr por 90 minutos a 100 V/35 A.

Se detectaron los polimorfismos de acuerdo a los fragmentos encontrados.

a.Digestién con BsmAl:

e GSTP1la: un fragmento de 176 pb.
e GSTP1b: los fragmentos de 176 pb, 91 pb. y 85 pb. corresponden a GSTP1b
heterocigoto y los fragmentos de 91 pb. y 85 pb. corresponden a GSTP1b

homocigoto.

b. Digestion con Acil:

e GSTPI1c: el fragmento de 332 pb. corresponde a GSTP1c homocigoto y los
fragmentos de 332 pb, 174 pb. y 158 pb. corresponden a GSTPlc
heterocigoto, una banda de 158 pb y 174 pb corresponde a GSTP1c silvestre.

8.9 INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE INFORMACION
Se aplico un cuestionario, a todos los individuos, también se registro la presencia

de caries individualmente. (Anexos 3y 4)
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8.10 LEVANTAMIENTO Y ANALISIS DE LA INFORMACION
Se realizd observacion de forma directa, llevando a cabo un registré diario de

todos los datos.

Para la determinacion de los polimorfismos presentes se registraron los resultados
observados en los geles de agarosa, en el instrumento de recoleccién de la

informacion.

Posteriormente se construyd una base de datos (Microsoft Excel 2011) y se realizo
un analisis (IBM SPSS Statistics 19) descriptivo para conocer el comportamiento
de nuestros datos. Ademas se realizd una regresion multinominal para conocer si

existe una asociacion entre la caries y los polimorfismos.

|
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SUMMARY

Objective: To identify the polymorphisms of glutathione S-transferase in growers
occupationally exposed to pesticides and to know whether there is any association
between these polymorphisms and the presence of dental caries. Methods: we
conducted a comparative cross-sectional study, consisting of two groups of 80
subjects each, according to occupational exposure to pesticides as exposed
(floriculturists) and unexposed to pesticides. The caries was diagnosed with the
DIAGNOdent pen and GSTM1, GSTT1, GSTP1c, GSTP1b polymorphisms were
genotyped using endpoint PCR procedure. Results: In the exposed group, the
presence of GSTM1 (+/+) was associated with less frequency of dental caries (p =
0.01), as well as in the non-exposed group (p = 0.02). In the unexposed group, the
presence of GSTT1 (+/+) was associated with less frequency of caries (p = 0.05).
Likewise, in the exposed group an association was found between the presence of
wild allele GSTP1c (a/a) with less cavities (p = 0.05) also in the non-exposed group
(p = 0.04). Conclusions: This study demonstrates the role played by genetic
polymorphisms of GST in susceptibility to caries and can be used as biomarkers of

susceptibility to decay.
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INTRODUCTION

Tooth decay is among the most prevalent disease affecting humans. The World
Health Organization (WHO) states that decay affects between 60 and 90% of the
population worldwide. It is a complex disease, and it is a multifactorial process,

being a progressive condition, costly and causing psychological effects (1).

The occurrence and progression of caries is influenced by both environmental
factors and genetic factors, but it is common to focus attention on external factors
that contribute to the presence of cavities, with comparatively little attention paid to
the individual differences in disease susceptibility, which can be explained by
genetic load (2, 3).

Whereas the etiology of caries is multifactorial, it is know the contribution of several
factors such as bacterial flora, tooth structure, dietary habits, oral hygiene, salivary
flow and composition, however, the genetic factor has been understudied. The
importance of genetic load is supported by twin studies, which estimate that 40 to
60% of the caries susceptibility is genetically determined. To date are few studies

linking specific genes with dental caries. (4, 5, 6, 7, 8).

With genetic load present, individuals are exposed daily to multiple disease risk
factors, one of them are pesticides, which may have beneficial effects on society
(prevention, control and destruction of pest, eradication vectors spreaders of
diseases), but also have adverse effects such as damage to health (acute and
persistent damage to the nervous system, respiratory and endocrine, teratogenic
and carcinogenic, reproductive problems). The social groups in direct contact with
these chemicals, such as floriculturists, have increased risk of adverse effects that
have been associated with pesticides (10).

However, human beings have individual defense mechanisms in the genome, so
that each person's body can detoxify xenobiotics differentially. These defense
mechanisms are genetic polymorphisms, of which depend on the response of the

aggressors, in this case pesticides (11).
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Polymorphisms consists in variations present among individuals of the same
species, either at the genetic level or protein level, so we can explain much of the
variation in individual susceptibility. Polymorphisms of the gene coding for the
enzyme glutathione S-transferase represent the largest group of phase I
xenobiotic biotransformation and detoxification enzymes act as its ability to
catalyze the conjugation of glutathione with electrophilic compounds. Also, plays
an important role in the purification of free radicals, and thus protects the cell from

the damaging effects of oxidative stress (11, 12).

The presence of polymorphisms in genes coding for GSTs can alter their function,
and the study of these can help the understanding of the risk of exposure to

different xenobiotics at population and individual level (12).

The family of isoenzymes of glutathione S-transferase is classified into eight
classes: Alpha (a), Mu (u), Pi (n), Kappa (K), Theta (®), Omega (Q), Sigma (€) and
Zeta (Z). The Mu class isoenzyme acts in the detoxification of electrophilic
compounds, such as pesticides currently considered as an evolutionary response
of the cells to oxidative stress. The sequence of GSTM1 gene consists of five
regions, M1, M2, M3, M4 and M5. M1 being far the most studied, which is located
on chromosome 1, region p13.3 and it is formed by 8 exons, has a length of 4.2 kb.
and is polymorphic since it has four allelic variants: A, B, C and 0 (null allele).
Homozygotes GSTML1 null result in the absence of enzymatic activity (13,14,15,
16, 17).

The GSTT1 sequence is located on chromosome 22, is polymorphic and has two
variants, GSTT1 wild GSTT1 0 or null. This class participates in the detoxification
of pesticides and is considered as a factor in the development of skin cancer (16,
17).

The GSTP1 polymorphism is located on chromosome 11 and has three allelic

variants: GSTP1a, wild allele; GSTP1b located in exon 5 and is the result of a
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mutation at codon 104, ATC (lle) to GTC (Val) and a third variant GSTP1c which
has the same mutation at codon 104 that GSTP1b, but has a second mutation
located in exon 6, 113 codon GCG (Ala) to GTG (Val) (17, 18, 19, 20).

But, beyond that already known that these isoenzymes detoxify the body of
xenobiotics such as pesticides is also known that exposure to environmental
pollutants is likely to have cavities, so the aim of this study focuses on identifying
polymorphisms of glutathione S-transferase in growers occupationally exposed to
pesticides and to know whether there is any association between these

polymorphisms and the presence of dental caries.
MATERIALS AND METHODS
Selection of individuals

We performed a comparative cross-sectional study, consisting of two groups of 80
subjects each: 1)Group occupationally exposed to pesticides and 2)Group

occupationally unexposed to pesticides.
The criteria for inclusion in the study were:

¢ Men and women who work in greenhouses and were exposed to pesticides
in Villa Guerrero, Mexico

e Men and women who were not occupationally exposed to pesticides,
attending the Adolfo Lopez Mateos Hospital to donate blood at the state
blood bank and living in the city of Toluca and Metepec, Mexico.

e Over 18 years old

¢ Signed informed consent letter
The exclusion criteria were:

e Under 18 years old

e Pregnant
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e People with chronic diseases that increase the risk of tooth decay by
themselves or by treatment (diabetes, cardiovascular disease, cancer,
kidney disease, epilepsy)

o Not agree to participate in the study

Application of a questionnaire

In the exposed group, the approach was performed directly in greenhouses and in
the unexposed group was invited to involve people who were not occupationally
exposed to pesticides. Those who accepted were given a questionnaire about oral
hygiene habits, intake of cariogenic diet or not, and exposure to pesticides or not.

Diagnosis of dental caries
The oral cavity was revised to everyone who participated in the study, and later
with the support of System DIAGNOdent pen demineralization was measured and

then make the diagnosis of caries.

Extraction of DNA
First, the 160 individuals who participated in the study (two groups) were sampled
from peripheral blood (5mL), which was placed in heparinized vacutainer tubes for

subsequently performing genotyping.

The samples were transported in a container with ice to the Laboratory of
Genetics, Faculty of Chemistry, Autonomous University of the State of Mexico, and

keep refrigerated at a temperature of 4-6 °C until processing.

Extraction was performed by taking 100uL of DNA from blood using the kit for
purification of genomic DNA (Wizard, Promega). The procedure was performed

according to the manufacturer's instructions by the column method.

The effectiveness of the extraction of DNA was verified, by gel electrophoresis (1%
agarose), 8uL of the sample were mixed with 1mL of loading buffer Orange
(Promega), letting it run for 30 minutes at 100V/35A.
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GENOTYPING

Genotyping of GSTM1 and GSTT1

Was performed Chain Reaction (PCR) for multiple total volume of 25uL, to detect
and GSTM1 polymorphism CYP1A1 gene and used as a positive control in another
multiplex PCR GSTT1 with CYP1Al1 was detected for both Reactions were
conducted using the same conditions. The reaction contained 11.9uL deionized
H20, 5.0uL of Buffer Green, 1.5uL of magnesium chloride MgCl,, 1.5uL
deoxyribonucleotide triphosphates (dNTPs), 1.0uL CYPALf control gene
(5 TCCTTCAACCCAGACCGTTTCCTCA3)), 1.0uL CYPA1 r
(5'CCGCTTTCCCAAGCCAAAAACCATC3'), 1.0uyL GSTM1 f(5'GAA CCT CTC
GAA AAG CTA AAG C 3, 1.0uL GSTM1 r(5'GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG
G 3’), 1.0uL GSTT1 f(5'CCT TTC CAC CTT GGT ACT ATC TC3'), 1.0 yL GSTT1r
(5'TCA CAG GGC CAT GAT CCG CA-3), 0.1yL Tag polymerase (Promega), and
2.0uL of DNA tempered. Subsequently, a endpoint thermal cycler was
programmed (Techne TC-512) for 35 cycles: desnaturation for 2 min at 94 ° C,
alignment for 2 min at 62 ° C for 1 min and elongation at 72 ° C, and an extension
10 minutes at 72 ° C to terminate the process.

Then the samples were electrophoresed in 2% agarose gel, with a molecular
weight marker of 100 base pairs (bp) for the identification of polymorphisms. The
gel was stained with ethidium bromide solution at 1% for 15 minutes. Control was
taken as the presence of the CYP1A1l gene with a 312 bp band, the presence of
GSTM1 and GSTT1 polymorphisms corresponding to a band of 215 bp and 315 bp
respectively (Fig. 1).

Genotyping of GSTP1

The GSTP1lb and GSTP1c polymorphisms are located in exon 5 and exon 6
respectively, which is performed by amplification of the two regions separately, to
the end point PCR, and using two pairs of primers, for each gene itself.
Amplification was performed using the same conditions and separately amplifying

each gene but in the same run.
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For amplification of exon five is waited an amplicon of 176 bp, while for exon six an
amplicon of 332 bp. The reaction mixture for PCR amplification contained a final
volume of 25uL. The reaction mixture contained 13.9uL deionized H20, 1uL
Buffer, 1.5uL of MgCl2, 0.5uL dNTPs, 1.0uL GSTPlb f(5-

ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-3)), 1.0uL GSTP1b r(5'-
TGAGGGCACAAGAAGCCCCT-3), 1.0pL GSTP1c f(5-
"TGGCAGCTGAAGTGGACAGGATT-3)), 1.0pL GSTP1c r(5'-

ATGGCTCACACCTGTGTCCATCT-3"), 0.1 uL Taq polymerase (Promega) and 2.0
ML of DNA. The endpoint thermocycler (Techne TC-512) was programmed for 35
cycles: denaturation for 2 min at 94 ° C, alignment for 2 min at 62 ° C for 1 min and
elongation at 72 ° C, and an extension of 10 minutes at 72 ° C to terminate the

process.

The PCR products were checked by electrophoresis on 2% agarose gel for 60
minutes at 100V/35A, with a molecular weight marker 100 bp for the identification
of genes. The gel was stained with ethidium bromide solution at 1% for 15 minutes.
Gels were then visualized on a transiluminator under UV light and photographed. A
176 bp band corresponded to GSTP1b gene and a 332 bp gene corresponded to
GSTPl1c.

For the detection of GSTP1c and GSTP1b polymorphisms, respective digestions
were performed, where the total of the reactive mixture of the enzymatic digestions

was placed in a sterile tube placed on ice, using 10.0 yL of the PCR products.
Description of the restriction enzymes:

e BsmAl enzyme polymorphisms to identify GSTP1b:
Recognition site:
5'".GTCTC(N)1~..3
3'"..CAGAG(N)5~"...5
Reaction temperature: 55 ° C.

e Acil enzyme polymorphisms to identify GSTP1C:

Recognition site:
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5...CrCGC .. 3
3..G"r"GCGY

Reaction temperature: 37 ° C.

The conditions for the enzymatic digestions were according to the manufacturer
indicating (Thermo Scientific, Fermentas). The reaction components were
combined at room temperature in the following order: 17uL deionized H,0, 2.0uL
10X Buffer Green FastDigest, 10.0uL PCR product, FastDigest Enzyme 1.0pL,
with a total volume of 30uL.

The products of the digestions were checked by electrophoresis on 3% agarose
gel, for 90 minutes at 100 V/35 A, using a molecular weight marker of 25 bp for the
products and a marker enzyme BsmAl of 100 bp for Acil digestions. Subsequently

the gel was stained with ethidium bromide solution at 1% for 15 minutes.

Polymorphisms were detected according to the fragments found.

a. Digestion with BsmAl:
GSTP1a: fragment of 176 bp.
GSTP1b: fragments of 176 bp, 91 bp. and 85 bp. GSTP1b heterozygous and
correspond to fragments of 91 bp. and 85 bp. correspond to GSTP1b

homozygote.

b. Acil digestion:
GSTP1c: fragment of 332 bp. GSTP1lc corresponds to homozygous and
fragments of 332 bp, 174 bp. and 158 bp. correspond to GSTP1c heterozygote,
a band of 158 bp and 174 bp corresponding to wild GSTP1c.

RESULTS

Sociodemographic characteristics of individuals
The average age of the exposed group was 33.42 + 12.3 and the unexposed was

32.80 £ 9.7 years old. The predominant sex in the exposed group were males
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57.5%, and in the case similar case of the unexposed group males predominated
in 70% (Table 1).

Regarding the occupation, in the exposed group, all of them were floriculturists,
and occupation in the unexposed group was as follows: employee 27.5%,

housewives 22.5%, construction worker 12.5% and other 37.5% (Table 1).

In relation to schooling within the groups was differentiated in the exposed group:
had none 2.5%, primary 55%, secondary 25%, high school 12.5%, degree 5 %,
and in the unexposed group: no education 2.5%, primary 27%, secondary 32.5%,
high school 22.5% and degree 15% (Table 1).

Oral Hygienic Habits

Oral hygiene in the exposed group 27.5% was regular and 72 .5% deficient and in
the unexposed group 15% was regular and 85% of cases was deficient. It is worth
mentioning that any group had good oral hygiene (Table 1).

Dietary Habits

Regarding the consumption of a cariogenic diet, in the exposed group consumption
rate was low at 17.5%, an average consumption rate of 60%, and a high intake
frequency in 22.5% of cases. Deferring to the unexposed group, where the
frequency of consumption of a low cariogenic diet was 2.5%, average 30%, and
high in 67.5% of cases (Table 1).

Determination of caries

The frequency of caries was determined by the number of cavities in each person
according to the data obtained with the DIAGNOdent pen. In the exposed group
the average of cavities was 7.4 teeth and in the unexposed group was 10.8 teeth

with cavities.

Presence of Polymorphisms
The GSTM1 (+/+) polymorphism was presented in 70% of individuals in the

exposed group, and in 30% of them were null (-/-), differing of unexposed group,
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which was present (+/+) in 42.5% and null (-/-) in 57.5% of individuals in this group
(Table 2).

The GSTT1 gene was present (+/+) in 27.5% of the exposed group and null (-/-) in
72.5%, differing of unexposed group which was present (+/+) in 30% and null (-/-)
in 70% of the individuals in this group (Table 2).

Regarding GSTP1b gene in the exposed group 2.5% had the wild allele (lle-lle),
65% were heterozygous (lle-Val), and 32.5% were homozygous (Val-Val), and in
the non-exposed group 30% were wild type, 35% heterozygous and 35%

homozygous (Table 2).

Likewise, the GSTP1c gene in the unexposed group the wild allele (lle-lle) was
present in 60%, 40% were heterozygous (lle-Val) and none homozygous (Val-Val).
In the unexposed group, wild allele was present in 72.5%, 27.5% were
heterozygous and none homozygous (Table 2).

Statistical analysis

A bivariate correlation was used to evaluate the sociodemographic characteristics,
the presence of the disease and care for it (caries) is shown table 3 where people
with cavities had a positive relationship with age (0.077), a negative correlation
with schooling (- 0.088), a clearly positive correlation with exposure time (0.217)
and a negative correlation with disease care (how many times been to the dentist)
(-0.102). Correlation to the unexposed group shown in the table 4, people with
caries had a positive correlation with age (0.099), a negative correlation with
schooling individuals (-0.022), and a negative correlation with disease care (-
0.391).

A multiple regression model for the polymorphisms, hygiene habits and cariogenic
diet habits is shown in table 5. The presence of GSTM1 (+/+) polymorphism was
associated with less often caries 49% (p = 0.01) in the exposed group, as well as
in the unexposed group, with 38% (p = 0.02). The presence of GSTT1 (+/+)

polymorphism was associated with the less frequency of caries 38% (p = 0.05) in
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the unexposed group. The GSTP1b polymorphism had no association whatsoever
in both groups (exposed and unexposed to pesticides) with cavities. We found in
the exposed group an association between the presence of GSTP1c wild allele
(a/a) and less frequency of caries (p = 0.05) and in the unexposed group the
association was 41% (p = 0.04). The exposed group had an association between
oral hygiene habits and cavities of 9% (p=0.17), meanwhile the cariogenic diet was
associated to caries in 18% (p=0.11). The presence of cavities in the unexposed
group had an association with the oral hygiene habits of 20% (p= 0.83) and with
the cariogenic diet was 16% (p= 0.83).

DISCUSSION

Considering the results obtained in the present study shows that sugar
consumption and caries risk are not associated, consistent with the literature
review by Burt et al. (2001) which found no association between sugar
consumption and caries risk, the review of thirty-six articles that met their inclusion
criteria, items of which two of them report a strong relationship between sugar
consumption and caries development, sixteen found a moderate relationship, and
eighteen a weak relationship. Hence it is concluded that the relationship between
cavities and sugar consumption is weak and is not the most important in the

prevention of cavities (21).

With respect to caries and oral hygiene, Irigoyen et al. (2001) report on a Mexican
school population that 39.5% reported to brush teeth twice a day and 11% did not
use toothpaste. These data are similar to those found in this study, although the
population is different in terms of age and exposure; however both studies are in

the Mexican population (22).

Regarding the role of genes in susceptibility to caries Deshpande et al. (2012)
conducted a study with monozygotic twins 5 years old who were reared apart and
similar characteristics of dental caries. A comprehensive care preventive and

therapeutic oral was providing. Through the study of dental disease in twins reared
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apart, the element of environmental influence is removed without losing the
advantage of similar genotype in monozygotic twins. Conry et al. (1993)
investigated in twin genetic susceptibility to caries, concluding that the genetic
contribution to the decay is about 40% (23, 24).

Have also been associated the GST polymorphisms with pesticide metabolism,
such as the study by Singh et al. (2011), who examined 115 workers exposed to
organophosphate pesticides, assessed the damage to DNA polymorphisms
associated with GSTT1, GSTM1, GSTP1. The results showed that there was an
increased DNA damage in those workers with the GSTM1 null genotype compared
to those same polymorphism positive. Also observed a significant increase in
damage when the genotype showed GSTP1 (lle-lle) in comparison with the
variants heterozygous (lle-Val) and wild (Val-Val) (25).

Meanwhile, Liu et al. (2006) reports that pesticide exposure causes there is an
increased DNA damage compared with unexposed individuals, finding a significant
association (P = 0.02) GSTP1b wild (lle-lle) with a increased DNA damage.
Information that could partially compared with the results of this study, as the study

subjects had no caries, from such that the results are not entirely comparable (26).

In this study, 52.5% showed polymorphism of GSTML1 null (- /-), which is consistent
with data reported in Korean population (53.8%), Caucasian (53.5%) and Japan
(51.3%), compared to null polymorphism GSTT1 (-/-) occurred in 71.2% of
individuals, this data differs from the data in Caucasian populations (14.7%),
Korean (54.3%) and Japanese (54%). Regarding the GSTP1 polymorphism, in the
present study was identified GSTP1b (exon 5): 12.5% had the wild allele, 57.7%
were heterozygous (lle / Val) and 33.7% homozygous, these data are similar to
those obtained in Colombian population: 13.3% had the wild allele (lle / lle), 54.2%
heterozygous (lle / Val), 32.5% homozygous (Val / Val). It is important to consider
that the Mexican population is the product of a great mixture, so the distribution of
these polymorphic genes, is different and unique compared to other parts of the
world (27, 28, 29)
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In conclusion, although the polymorphisms studied in this research have been
addressed for other purposes by other authors, at the time of this study there was
no news of any effort to know the association of GSTM1, GSTT1, and GSTP1c
GSTP1b in cavities patients exposed and not exposed to pesticides. So that the
data obtained here open a different path in the dentistry to those discussed so far,
and invite the pursuit of knowledge of the link between specific genetic load from
the moment of conception of each individual with susceptibility eventually have to

certain conditions.

|
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FIGURES AND TABLES

Fig.1. Photograph of multiplex PCR analysis of Glutathione S-tranferase (GST)
polymorphisms. Cytochrome P450 (CYP1A1,; 312 bp), glutathione S-tranferase M1
(GSTM1,; 215 bp) genes PCR products resolved by agarose gel electrophoresis.
Line marker is 100 bp DNA ladder. Lines 2, 4, 5 and 10 are GSTM1 present (+/+)
genotype, line 1, 3, 6, 7, 8 and 9 were GSTML1 null (-/-) genotype.
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Table 1. Categories Studied. Sociodemographic, Dietary and Hygienic Habits.

Category Exposed Unexposed
Group Group
n (%) n (%)
Sex Male 17 (57.5) 28 (70)
Sociodemographic Female 23 (425) 12 (30)
Characteristics
Occupation Grower 40 (100)
Employee 11 (27.5)
Housewife 9 (22.5)
Bricklayer 5 (12.5)
Other 15 (37.5)
Schooling None 1 (2.5) 1 (2.5)
Elementary 22 (55) 11 (27.5)
Middle 10 (25) 13 (32.5)
High 5 (12.5) 9 (22.5)
Degree 2 (5) 6 (15)
Oral Hygienic Habits Buena 0 (0) 0 ©)
Regular 11 (275 6 (15)
Deficient 29 (725) 34 (85)
Cariogenic Diet Low 7 a75) 1 (2.5)
Middle 24 (60) 12 (30)
High 9 (22.5) 27 (67.5)
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Table 2. Distribution of Polymorphisms in the Studied Groups

Exposed Unexposed
Polymorphism Alleles Group Group
n (%) n (%)
GSTM1 +/+ 26 (65) 12 (30)
-/ - 14 (35) 28 (70)
GSTT1 +/+ 11 (27.5) 12 (30)
-/- 29 (72.5) 28 (70)
GSTP1b (a/a) 1(2.5) 9(22.5)
(a/b) 26 (65) 17 (42.5)
(b/b) 13 (32.5) 14 (35)
GSTP1c (a/a) 25 (62.5) 27 (67.5)
(alc) 15 (37.5) 13 (32.5)
(clc) 0 0

+/+ = present; - /- = null, a/a = wild; a/b and a/c = heterozygous; b/b and c/c = homozygous

|
Lecourtois Amézquita Mariana G. 69



Presencia de Polimorfismos en Individuos con Caries

Table 3. Results of the correlation model of sociodemographic characteristics,

pesticide exposure, presence of cavities and care of it (caries) in the exposed

group.

Variables Age Schooling Caries Exposure Dental
Time Care
Age 1.000 -0.281 0.077 0.666 -0.219
(0.083) (0.640) (0.000) (0.181)

Schooling -0.281 1.000 -0.088 -0.336 -0.030

(0.083) (0.593) (0.036) (0.858)
Caries 0.077 -0.088 1.000 0.217 -0.102

(0.640) (0.593) (0.184) (0.537)
Exposure 0.743 -0.336 0.217 1.000 0.368
Time (0.000) (0.036) (0.184) (0.021)
Dental -0.299 -0.030 -0.102 0.368 1.000
Care (0.065) (0.858) (0.537) (0.021)

Table 4. Results of the correlation model of sociodemographic characteristics,

presence of cavities and care of it (caries) in the unexposed group.

Variables Age Schooling Caries Dental Care
Age 1.000 -.250 .099 .054
(.125) (.547) (.745)

Schooling -.250 1.000 -.022 .185

(.125) (.896) (.261)
Caries .099 -.022 1.000 -.391

(.547) (.896) (.014)
Dental Care .054 .185 -.391 1.000

(.745) (.261) (.014)
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Tabla 5. Linear Regression Model, of the polymorphism present in the exposed and
unexposed to pesticides, oral hygiene habits and cariogenic diet vs. decay.

Exposed Unexposed
Group Group
B E.E. P B E.E. P
GSTML1 (+/+) 0.49 0.41 0.01 0.38 1.03 0.02
Oral Hygienic 0.09 0.67 0.17 0.20 0.53 0.83
Habits
Cariogenic Diet 0.18 0.76 0.11 0.16 0.54 0.83
r2=0.49 r2=0.32
GSTT1 (+/+) 0.28 0.62 0.31 0.38 0.54 0.05
Oral Hygienic ~ 0.09 067  0.17 0.20 0.53 0.83
Habits
Cariogenic Diet 0.18 0.76 0.11 0.16 0.54 0.83
r2=0.49 r2=0.33
GSTP1 (a/a) 0.12 0.76 0.17 0.56 1.03 0.21
Oral Hygienic 0.09  0.67 0.17 0.20 0.53 0.83
Habits
Cariogenic Diet 0.18 0.76 0.11 0.16 0.54 0.83
r2=0.36 r2=0.39
GSTP1c (a/a) 0.39 0.53 0.05 0.41 1.41 0.04
Oral Hygienic 0.09  0.67 0.17 0.20 0.53 0.83
Habits
Cariogenic Diet 0.18 0.76 0.11 0.16 0.54 0.83
r2=0.37 r2=0.34
P <0.05
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9.2 Resultados Generales

Los resultados obtenidos se presentan primero los relativos a las caracteristicas
sociodemogréficas, después los habitos higiénicos y dietéticos y por ultimo los

concernientes a los genes de susceptibilidad.

9.2.1 Caracteristicas sociodemogréficas
El promedio de la edad del grupo de los expuestos fue de 33.42 + 12.3 afios y de

los no expuestos de 32.80 £ 9.7afos de edad (Tabla 5).

El sexo predominante en el grupo de los individuos expuestos fue el masculino
con el 57.5%, y para el caso de los no expuestos de igual forma predominé el sexo

masculino con el 70% de los casos (Tabla 5).

Respecto a la ocupacion, en el grupo de los expuestos, todos ellos fueron
floricultores, y la ocupacion en el grupo de los no expuestos fue como sigue:
empleado 27.5%, ama de casa 22.5%, albafiil 12.5% y otros 37.5% (Tabla 5).

Con relacién a la escolaridad al interior de los grupos fue diferenciada, en el grupo
de los expuestos: sin escolaridad alguna 2.5%, primaria 55%, secundaria 25%,
bachillerato 12.5%, licenciatura 5% En el grupo de los no expuestos: sin
escolaridad 2.5%, primaria 27%, secundaria 32.5%, bachillerato 22.5% vy
licenciatura 15% (Tabla 5).

9.2.2 Habitos higiénicos y dietéticos cariogénicos

Acerca de los habitos higiénicos bucales se categorizé como buena, regular o
deficiente a partir de los datos obtenidos en el cuestionario tales como la
frecuencia con la que se cepillan los dientes, uso de hilo dental y enjuague bucal,
asi como también las veces que a asistido al dentista en el Ultimo afio. La higiene

bucal en el grupo de los expuestos fue regular en el 27.5% de los casos y
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deficiente en el 72.5%; y para el caso de los no expuestos fue regular en el 15% y

deficiente en el 85% de los casos (Tabla 5).

Respecto a la dieta cariogénica, en el grupo de los expuestos la frecuencia de
consumo fue baja en el 17.5%, media en el 60% vy alta en el 22.5% de los casos.
Difiriendo del grupo de los no expuestos, donde la frecuencia de consumo de una
dieta cariogénica fue baja en el 2.5%, media en el 30%, y alta en el 67.5% de los
casos (Tabla 5). Notando que los individuos no expuestos provenientes de la zona

urbana tienen una mayor frecuencia de dieta cariogénica.

TABLA 5. Caracteristicas sociodemograficas, habitos higiénicos y dietéticos de los grupos
en estudio

Categorias Grupo Grupo No
Expuesto  Expuesto
n(%) n(%)
Sexo Masculino 17 (57.5) 28 (70)
Caracteristicas Femenino 23 (42.5) 12 (30
Sociodemogréficas
Ocupacion  Floricultor 40 (100)
Empleado 11 (27.5)
Ama de casa 9 (22.5)
Albafiil 5(12.5)
Otro 15 (37.5)
Gradode Ninguno 1(2.5) 1(2.5)
Estudios Primaria 22 (55) 11 (27.5)
Secundaria 10 (25) 13 (32.5)
Bachillerato 5 (12.5) 9 (22.5)
Licenciatura 2 (5) 6 (15)
Habitos Higiénicos Buena 0 0
Bucales Regular 11 (27.5) 6 (15)
Deficiente 29 (72.5) 34 (85)
Consumo de Dieta Baja 7 (17.5) 1(2.5)
Cariogénica Media 24 (60) 12 (30)
Alta 9 (22.5) 27 (67.5)
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9.2.3 Determinacion de caries

En la tabla 6 se muestran las medias y desviaciones estandar de la variable caries
que se determiné por el numero de dientes cariados de cada individuo. Siendo la
media de dientes cariados en el grupo expuesto de 7.4 dientes cariados, difiiendo

de la media para el grupo no expuesto la cual fue de 10.8 dientes con caries.

TABLA 6. Resultados de la frecuencia de caries en los grupos en estudio

Grupos x £DS
Expuesto 7.4+47
No expuestos 10.8 £ 4.7

x = media (promedio); DS= Desviacion Estandar

9.2.4 Determinacion de los polimorfismos GSTM1, GSTT1, GSTP1

El polimorfismo GSTM1 (+/+) se presentd en el 70% de los individuos del grupo
expuesto, y en el 30% de ellos fue nulo (-/-); difiriendo del grupo no expuesto,
donde estuvo presente (+/+) el en 42.5% y nulo (-/-) en el 57.5% de los individuos

de este grupo (Tabla 7).

El polimorfismo del gen GSTT1 (+/+) estuvo presente en el 27.5% del grupo de los
expuestos y nulo (-/-) en el 72.5%, difiriendo del grupo de los no expuestos donde
estuvo presente (+/+) en el 30% y nulo (-/-) en el 70% de los individuos de este

grupo de estudio (Tabla 7).

Respecto al polimorfismo del gen GSTP1b en el exdn 5, en el grupo de los
expuestos el 2.5% fueron del tipo silvestre (a/a), 65% fueron heterocigotos (a/b), y
32.5% fueron homocigotos (b/b); en el grupo de los no expuestos el 30% fueron
del tipo silvestre, el 35% fueron heterocigotos y el 35% fueron homocigotos (Tabla
7).
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Asi también, el polimorfismo del gen GSTP1c del exon 6 en el grupo de los no
expuestos se presentd de forma silvestre (a/a) en el 60%, heterocigoto (a/b) en el
40% y no hubo homocigos (c/c). En el grupo de los no expuestos, fueron 72.5 %
del tipo silvestre (a/a), 27.5% fueron heterocigotos (a/c) y no se presentaron
homocigotos (c/c) (Tabla 7).

TABLA 7. Distribucion de los polimorfismos en los grupos en estudios

Grupos
Polimorfismos Alelos Expuestos No Expuestos
n (%) n (%)
GSTM1 +/+ 26 (65) 12 (30)
-/- 14 (35) 28 (70)
GSTT1 +/+ 11 (27.5) 12 (30)
-/- 29 (72.5) 28 (70)
GSTP1b (a/a) 1(2.5) 9(22.5)
(a/b) 26 (65) 17 (42.5)
(b/b) 13 (32.5) 14 (35)
GSTP1c (a/a) 25 (62.5) 27 (67.5)
(alc) 15 (37.5) 13 (32.5)
(clc) 0 0

+/+= presente; -/- = nulo; a/a = silvestre; a/b, a/c=heterocigotos; b/b, c/c= homocigotos

|
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9.2.5 Resultados del uso de plaguicidas

A los floricultores se les pregunté cuanto tiempo se han dedicado a la floricultura y
el promedio fue de 12.5 afios en un rango de 6 meses a 45 afios. Siendo las
actividades que mas realizan en los invernaderos el corte y armar bonches de
flores (52.5%) ver el detalle en la tabla 8.

TABLA 8. Actividades de los floricultores en invernaderos

Actividad n (%)
Corte 21 (52.5)
Bonche 21 (52.5)
Sembrar 20 (50)
Desbotonar 20 (50)
Deshierbar 17 (42.5)
Fumigar 11 (27.5)
Preparar 8 (20)
plaguicidas

Con relacion al equipo de proteccion que utilizan los floricultores en su trabajo,
reportaron que el 47.5% usan guantes, el 32.5% botas y mandil, el 17.5%
mascarilla, el 10% lentes y solo el 7.5% se protegen con overol (Tabla 9).

TABLA 9. Equipo de proteccion utilizado por los floricultores

Equipo Frecuencia de
Proteccion Uso (%)
Guantes 47.5
Botas 32.5
Mandil 325
Mascarilla 17.5
Lentes 10
Overol 7.5
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Con relacién al tipo de plaguicidas se encontré que el mas utilizado, en un 35%
fue el Lannate (carbamato) considerado altamente toxico, el segundo mas usado
fue el Ridomil Gold (carbamato) en un 25% clasificado como moderadamente
toxico y en tercer lugar el Furadan (carbamato) en un 22.5%, el cual es altamente
toxico. En la tabla 10 se muestran los plaguicidas que emplean los floricultores,
con el nombre comercial, grupo quimico al que pertenecen, la actividad biologica
por la cual se emplean, su frecuencia de uso y el grado de toxicidad de cada uno
de acuerdo con la OMS (2009), en donde aparece también la clasificacion de
cuidado o precaucion para aquellos compuestos con ingredientes activos que no

presenta riesgo agudo en uso normal.

TABLA 10. Plaguicidas empleados por los floricultores

Nombre Grupo Quimico Actividad Frecuencia de Toxicidad
Comercial Bioldgica Uso (%)
Lannate Carbamato Insecticida 35 Altamente
Ridomil Gold Carbamato Fungicida 25 Moderadamente
Furadan Carbamato Insecticida 22.5 Altamente
Agrimec Glicosido Insecticida, 20 Moderadamente
acaricida
Tamaron Organofosforados Insecticida 17.5 Altamente
Benlate Benomilo Fungicida 15 Precaucién
Cascade Carbamato Insecticida 12.5 Ligeramente
Nuvacron Organofosforado Insecticida- 10 Altamente
acaricida
Talstar Piretroide Insecticida 10 Moderadamente
Tecto Bencimidazol Fungicida 10 Ligeramente
Curacron Organofosforado Insecticida- 7.5 Moderadamente
acaricida
Folpet Ftalamidas Fungicida 7.5 Precaucion
Pentaclor Organoclorado Fungicida 7.5 Precaucién
Clorotalonil Bencenoderivado Fungicida 5 Precaucién
Omite Organosulfurado Acaricida 5 Ligeramente
Consist max Triazol Fungicida 5 Precaucion
Infinito Carbamato Fungicida 2.5 Precaucion
Saprol Piperazinas Fungicida 2.5 Precaucion

Fuente: datos obtenidos de los cuestionarios
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9.2.6 Correlacién de variables

Se realizo una correlacion bivariada para analizar las caracteristicas
sociodemogréficas con la exposicion a plaguicidas y la presencia de caries. Se
encontré que el presentar caries en los individuos del grupo expuestos, tuvo una
correlacion positiva con la edad (0.07), una correlacion negativa con la escolaridad
de los individuos (-0.088), una correlacion positiva con el tiempo exposicion (0.21)

y una correlacion negativa con la atencion a la enfermedad (-0.10) (Tabla 11).

TABLA 11. Resultados del modelo de correlacion de las caracteristicas
sociodemogréficas, de la exposicion a plaguicidas, presencia de caries y atencion dental

Variables Edad Escolaridad Caries Tiempo Atencion

Exposcion Dental

Edad 1.00 -0.28 0.07 0.66 -0.21

(0.08) (0.64) (0.00) (0.18)

Escolaridad -0.28 1.000 -0.08 -0.33 -0.03

(0.08) (0.59) (0.03) (0.85)

Caries 0.07* -0.08* 1.00 0.21* -0.10

(0.64) (0.59) (0.18) (0.53)

Tiempo de 0.74* -0.33 0.21 1.00 0.36

Exposicién (0.00) (0.03) (0.18) (0.02)

Atencion -0.299 -0.03 -0.10 0.36 1.00
Dental (0.06) (0.85) (0.53) (0.02)

*Correlaciones

|
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En la tabla 12 se muestra el analisis de correlacion para el grupo de los no
expuestos, donde el presentar caries, tuvo una correlacion positiva con la edad
(0.09), una correlacion negativa con la escolaridad de los individuos (-0.02), y una
correlacion negativa con la atencion a la enfermedad (-0.39). babe mencionar que
las correlaciones en cuanto a edad, escolaridad y atencion dental se presentaran
en igual forma en ambos grupos. Siendo el tiempo de exposicidon a los plaguicidas

exclusivo del grupo expuesto.

TABLA 12. Resultados del modelo de correlacibn de las caracteristicas
sociodemogréficas, presencia de caries y atencién dental

Variables Edad Escolaridad Caries Atencion
Dental
Edad 1.00 -0.25 0.09* 0.05
(0.12) (0.54) (0.74)
Escolaridad -0.25 1.00 -0.02* 0.18
(0.12) (0.89) (0.26)
Caries 0.09 -0.02 1.00 -0.39
(0.54) (0.89) (0.01)
Atencion 0.05 0.18 -0.39* 1.00
Dental (0.74) (0.26) (0.01)

*Correlaciones

9.2.7 Modelo de regresién

Se realizo un analisis de regresion multinominal (Tabla 13) para conocer si existe
asociacién entre la caries y las variables: polimorfismos, habitos higiénicos y
dietéticos. En el grupo expuesto a plaguicidas, la presencia del polimorfismo
GSTM1 (+/+) se encontr6 asociada a menor frecuencia de caries dental en 49%

(p=0.01); asi como en el grupo de los no expuestos, con 38% (p=0.02).

En el grupo no expuesto a plaguicidas, la presencia del polimorfismo GSTT1 (+/+)
se encontrg asociada a menor frecuencia de caries en 38% (p=0.05)
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El polimorfismo GSTP1lb (a/a) no tuvo asociacion alguna en ambos grupos

(expuestos y no expuestos a plaguicidas) con la caries.

Asi también, se encontr6é asociacion entre la presencia del polimorfismo silvestre
GSTP1c con menor frecuencia de caries en 39% (p=0.05) en el grupo expuesto; y

en el grupo de los no expuestos la asociacion fue del 41% (p=0.04).

TABLA 13. Asociacion entre frecuencia de caries, polimorfismos, habitos higiénicos y
dieta cariogénica entre ambos grupos

Grupo Expuesto No Expuesto
B E.E. p B E.E. p
GSTML1 (+/+) 049 041 0.01 0.38 1.03 0.02
H. Hig. Orales 0.09 0.67 0.17 0.20 0.53 0.83
Dieta Cariog. 0.18 0.76 0.11 0.16 0.54 0.83
r2=0.49 r2=0.32
GSTT1 (+/+) 0.28 0.62 0.31 0.38 0.54 0.05
H. Hig. Orales 0.09 0.67 0.17 0.20 0.53 0.83
Dieta Cariog. 0.18 0.76 0.11 0.16 0.54 0.83
r2=0.49 r2=0.33
GSTP1 (a/a) 0.12 0.76 0.17 0.56 [1.03] 0.21
H. Hig. Orales 0.09 [0.67] 0.17 0.20 [0.53] 0.83
Dieta Cariog. 0.18 [0.76] 0.11 0.16 [0.54] 0.83
r2=0.36 r2=0.39
GSTP1c (a/a) 0.39 [0.53] 0.05 0.41 [1.41] 0.04
H. Hig. Orales 0.09 [0.67] 0.17 0.20 [0.53] 0.83
Dieta Cariog. 0.18 [0.76] 0.11 0.16 [0.54] 0.83
r2=0.37 r2=0.34

B= Coeficiente de Regresion E.E.= Error Estandar p=Probabilidad 95%
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X. DISCUSION

Diversos autores mencionan que la caries dental es un problema de salud publica
en virtud de su elevada prevalencia. En México se ha documentado que la
prevalencia de caries dental se encuentra entre 70 y 85% en denticiébn secundaria
a la edad de 12 afios. No obstante las medidas de salud publica bucal instituidas
(fluoracién de la sal, programas nacionales de salud bucal), los problemas de
morbilidad bucal ocupan un papel importante en el panorama de salud publica,
toda vez que demandan conductas personales para su control mas eficaz y, en
buena medida, se trata de problemas que pueden prevenirse con minimas
conductas de proteccion a la salud. Sin embargo, dicha enfermedad multifactorial
se ha explorado desde distintas aristas, y el componente genético ha sido poco
explorado, y menos aun lo relacionado a los polimorfismos, los cuales determinan
las variantes génicas polimérficas que un individuo posea, le conferirhn mayor o
menor susceptibilidad frente a sustancias con potencial genotoxico como lo son

muchos de los plaguicidas, que fueron motivo del presente estudio. *°

Considerando los resultados obtenidos en el presente estudio, se observd que el
consumo de azucar y el riesgo a caries no esta asociado. Lo cual concuerda con
la revision de la literatura realizada por Burt et al. (2001) en donde concluyeron
que no existe asociacién entre el consumo de azucar y el riesgo de caries, al
revisar 36 articulos que cumplieron con sus criterios de inclusion, de los cuales 2
de ellos reportan una fuerte relacién entre el consumo de azucar y el desarrollo de

caries, 16 encontraron una moderada relacién y en 18 una débil relacién.?’

Con respecto a la caries y la higiene bucodental, Irigoyen et al. (2001), reportan en
una poblacion escolar mexicana que el 39.5% refirieron cepillarse de una a dos
veces los dientes al dia y el 11% no utilizaban dentifrico. Estos datos son
similares a lo encontrado en este estudio, aunque la poblacion es distinta en
cuanto a edad y exposicion, sin embargo ambos estudios son en poblacion

mexicana.®®
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Con relacion al papel que juegan los genes en la susceptibilidad a caries
Deshpande et al. (2012), realizaron un estudio con hermanos gemelos
monocigoticos de 5 afios de edad que fueron criados por separado y presentaban
caracteristicas similares de caries dental. Les proporcionaron atencion integral oral
preventiva y terapéutica. Mediante el estudio de las enfermedades dentales en los
gemelos criados por separado, el elemento de la influencia del medio ambiente es
eliminado sin perder la ventaja de genotipo similar en los gemelos monocigoticos.
Asi como también, otros autores se han dado a la tarea de evaluar la
susceptibilidad a caries asociada a la carga génica en gemelos, Townsend et al.
(1988), reportaron que la morfologia de la corona dental humana esta bajo un
grado de control genético, las caracteristicas de la superficie oclusal, la progresion
de la lesion y la tasa de incidencia especifica del sitio, estan influenciados por el
genotipo. El estudio de Conry et al.(1993), demostr6 que una proporcion
significativa de la varianza para el nimero de dientes y superficies restauradas, y

la presencia de la caries fue atribuible a la variabilidad genética. °'* 989919

Wendell et al. (2010), estudiaron la variacion genética en genes de la via del gusto
(TAS2R38, TAS1R2, GNAT3) que pueden asociarse con riego de caries dental o
como factor de proteccion. Realizaron PCR para cada gen y mediante la prueba
de andlisis de desequilibrio de transmision (TDT) se analizaron tres grupos de
denticion:  primaria, mixta y permanente. Observaron asociaciones
estadisticamente significativas en TAS2R38 y TAS1R2 de riesgo de caries y/o

proteccién.'®*

La GST es una familia de isoenzimas que actian en la fase Il del metabolismo de
xenobiodticos, es por esto que se han realizado diversos estudios acerca de su
asociacion con diversas enfermedades multifactoriales. En el caso de Davies, et
al. (2000), estudiaron la asociaciéon entre el genotipo nulo de GST M1y T1 con un
aumento en el riego de leucemia mieloide y mielodisplasia en nifios. Realizaron
PCR para detectar los genotipos de GSTM1 y GSTT1 en 232 casos y 153
controles, reportaron que la frecuencia de GSTM1 nulo fue mayor en los casos

(p=0.01), concluyendo que el genotipo nulo GSTML1 es un factor de riesgo para la
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leucemia mieloide en la infancia. Asi mismo Joseph et al. (2004), reportaron que
los polimorfismos nulos de GSTM1 Y GSTT1 influencian en la susceptibilidad de la

leucemia linfoblastica aguda en la infancia.?® 1%

Brockstedt et al. (2002), investigaron la relacion entre aductos de ADN vy los
polimorfismos genéticos de GSTT1, GSTM1, GSTP1 encontrando que los niveles
de aductos fueron 45% mayor en individuos con las variantes de GSTP1b o

GSTP1c (lle-lle) comparado con aquellos con el alelo silvestre. 1%

Zhi-Jiang et al. (2011), realizaron una revision de la literatura en busqueda de
estudios de casos-controles que examinaran la asociacion entre los genotipos
nulos de GSTM1, GSTT1 y cancer oral, identificaron 28 estudios y el analisis de
ellos mostraron que el genotipo nulo de GSTM1 estd asociado con un mayor
riesgo de cancer oral en asiaticos, pero no en la raza caucasica y esta asociacion
puede ser modificada por el habito de fumar. El genotipo nulo de GSTT1 no esta

claramente asociado con el cancer oral. %

Por otro lado Devasena, et al. (2011), realizaron un estudio de casos control para
ver la posible asociacién de variantes genéticas involucradas en el metabolismo
de xenobidticos con el riesgo de céncer oral. Reportaron que los polimorfismos
GSTM1 (--) y GSTT1 (-/-) estan asociados con el cancer oral.*®

larmarcovai et al. (2008), realizaron una revision de la literatura de estudios en
poblacién humana que abordan la relacién entre los polimorfismos genéticos y la
formacién de micronucleos (MN) y da una idea de como las variantes genéticas
podrian modular el efecto de la exposicion ambiental a agentes genotéxicos,
factores del huésped (sexo, edad), las caracteristicas del estilo de vida (tabaco,
alcohol) y las enfermedades (enfermedad de la arteria coronaria, cancer).
Encontraron 62 estudios que midieron la frecuencia de MN tanto en linfocitos de
sangre periférica como en células exfoliadas, después de una extensa busqueda
en la base de datos Medline / PubMed. De esta revision concluyeron que los

polimorfismos de GSTT1 y GSTM1 son de especial importancia en la modulacion
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de la frecuencia de dafio cromosOmico en personas expuestas a agentes

genotdxicos y en poblaciones no expuestas.*®’

También se han asociado los polimorfismos de GST con el metabolismo de los
plaguicidas, como es el caso del estudio realizado por Singh et al. (2011), quienes
examinaron a 115 trabajadores expuestos a plaguicidas organofosforados,
evaluaron el dafio al ADN asociado con los polimorfismos GSTT1, GSTM1,
GSTPL1. Los resultados mostraron que existia un mayor dafio al ADN en aquellos
trabajadores con el genotipo nulo de GSTM1 comparandolo con aquellos positivos
al mismo polimorfismo. También observaron a un aumento del dafio significativo
cuando presentaban el genotipo GSTP1 (lle-lle) en comparacién con las variantes

heterocigas (lle-Val) y silvestres (Val-Val).%®

Asi mismo, el estudio de Liu et al. (2006), abordan el estudio de los polimorfismos
genéticos involucrados en el metabolismo de xenobiéticos relacionados con dafio
al DNA en trabajadores agricolas expuestos a plaguicidas. Identificaron mediante
PCR los genotipos CYP3A5, PON1, PON2, GSTM1, GSTT1 y GSTP1 y el dafio al
DNA fue evaluado con el ensayo cometa. Los resultados mostraron que las
persona con mayor exposicion a plaguicidas presentaron mayor dafio al DNA y el
modelo de regresién mdultiple reveldé que la edad, exposicion a plaguicidas y los
genotipos CYP3A5 (p=0.04) y GSTP1 (p=0.02) estan asociados significativamente

con el aumento al dafio al DNA. 18

En este estudio el 52.5% presentaron el polimorfismo nulo de GSTM1 (-/-), lo cual
coincide con los datos reportados en poblacion coreana (53.8%), caucésica
(53.5%) y japonesa (51.3%), con respecto al polimorfismo nulo GSTT1 (-/-) se
presento en 71.2% de los individuos, este dato difiere de los datos en poblaciones
caucasicas (14.7%), coreana (54.3%) y japonesa (54%). Con relacion al
polimorfismo GSTP1, en el presente estudio se identific6 GSTP1b (exon 5): el
12.5% presentaron el alelo silvestre, 57.7% fueron heterocigotos (lle/Val) y el
33.7% homocigotos, estos datos son similares a los obtenidos en poblacion sana

colombiana: 13.3% presentaron el alelo silvestre (lle/lle), 54.2% heterocigotos
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(lle/val), 32.5% homocigotos (Val/Val). Es importante considerar, que la poblacion
mexicana es producto de un gran mestizaje, por lo cual la distribucion de estos
genes polimorficos, es diferente y Unica, comparada con otras partes del

mund0.109| 110, 111

En resumen, aun cuando los polimorfismos estudiados en la presente
investigacion han sido abordados con otros propdsitos por otros autores, al
momento de la presente investigacion no se tenia noticia de esfuerzo alguno para
conocer la asociacion de los polimorfismos GSTM1, GSTT1, GSTP1b y GSTP1c
en pacientes con caries expuestos y no expuestos a plaguicidas. De tal forma que
los datos aqui obtenidos abren un camino distinto en el ambito odontoldgico a los
abordados hasta el momento, e invitan a la busqueda del conocimiento de la
vinculacioén entre la carga génica determinada desde el momento de la concepcién
de cada individuo con la susceptibilidad que eventualmente tendra a ciertos

padecimientos.
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XI. CONCLUSIONES

1. Los resultado obtenidos revelan que la presencia de los polimorfismos
GSTM1 (+/+), GSTT1 (+/+), GSTP1b y GSTP1c (lle/lle) confieren menor
susceptibilidad a la caries.

2. En el caso de los habitos de higiene bucal y dieta cariogénica no estuvieron
asociados significativamente a una mayor frecuencia de caries.

3. Con relacién a la exposicion a plaguicidas no se encontré asociacion con la

presencia de caries dental.

Por lo que el presente estudio demuestra el papel que juegan los polimorfismos de
la GSTM1, GSTT1, GSTP1lb y GSTP1c en el desarrollo de la caries dental,

pudiendo ser utilizados como biomarcadores para la prevencion de la caries.

|
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XIll. ANEXOS

1. Carta de Consentimiento Informado

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
MAESTRIA EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS
CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA PARTICIPANTES DE INVESTIGACION

Titulo de la investigacion: Deteccién de los polimorfismos del gen Glutatién S-transferasa en

individuos con caries expuestos ocupacionalmente a plaquicidas

A usted se le estd invitando a participar en este estudio de investigacion médica. Antes de decidir
si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso
se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre
cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedir4 que
firme este formato de consentimiento.

Este proyecto de investigacion consiste en:

Se estudiara el Labio y Paladar Hendido por que es una de las malformaciones congénitas
mas significativas que afectan al ser humano, debido a la frecuencia con la que esta aparece
y su complejidad ya que se trata de un proceso multifactorial, siendo una condicion
progresiva, costosa y que provoca diversos efectos sobre la salud de las personas, se infecta
el diente y se forman cavidades, provocando dolor y de no tratarse a tiempo se tendra que
extraer el diente. Estudios realizados anteriormente han reportado que la contaminacion
ambiental influye en el surgimiento y evolucion de la caries. En contraste se han evaluado los
efectos de los plaguicidas sobre la salud como son: dafio agudo y persistente en el sistema
nervioso, respiratorio y endocrino; teniendo también capacidad de actuar como mutagénicos y
carcinégenos. Debido a que cada individuo posee una carga genética diferente, la repuesta a

toxicos también difiere de persona a persona.

Procedimientos del estudio:

Si usted accede a patrticipar en este estudio, se le pedird responder a un cuestionario acerca de
sus héabitos higiénicos dietético, se realizara la deteccion de caries en todos los dientes y se tomara
una muestra de sangre.

La muestra de sangre se utilizara para dos propésitos:

1. Detectar la presencia de plaguicidas en la sangre.

2. Identificar tres genes que participan en la desintoxicacién de los plaguicidas.

Es importante que usted esté enterado que el material que se utilizara es nuevo y estéril.
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Posibles riesgos:

e Al hacer la toma de muestra, debido a la inserciéon de la aguja para extraer sangre,
algunas personas sienten ligero dolor.
e El paciente puede presentar un moretdn después de la toma de sangre.

La participacion en este estudio es estrictamente voluntaria. La informacion que se recoja sera
confidencial y no se usara para ningun otro proposito fuera de los de esta investigaciéon. Sus
respuestas al cuestionario seran codificadas usando un nimero de identificacion y por lo tanto,
seran anénimas.

Cualquier duda que tenga, siéntase en libertad de expresarla de manera que quede satisfecho.

De antemano le agradecemos su participacion.

Acepto participar voluntariamente en esta investigacion. He sido informado (a) del objetivo de este
estudio.

Me han indicado también que tendré que responder un cuestionario, me realizaran un diagnostico
de caries, y me tomaran una muestra de sangre.

Reconozco que la informacion que yo provea en el curso de esta investigacion es estrictamente
confidencial y no sera usada para ningun otro propésito fuera de los de este estudio sin mi
consentimiento. He sido informado de que puedo hacer preguntas sobre el proyecto en cualquier
momento y que puedo retirarme del mismo cuando asi lo decida, sin que esto acarree perjuicio
alguno para mi persona.

Entiendo que puedo pedir informacién sobre los resultados de este estudio cuando esté concluido.
Responsables de la investigacion:

C.D. Mariana Gabriela Lecourtois Amézquita cel. 7222457582

Dr. en E. P. Alberto Salgado Valdés

Dra. en C.Q.B Julieta Castillo Cadena

Firma del participante Firma del investigador Firma testigo
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2. Cuestionario

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
MAESTRIA EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS

FOLIO: Fecha:
Ocupacion: Edad:
Sexo: F M Lugar De Residencia: Nacionalidad:

/

/

Nacionalidad de Padre: Nacionalidad de Madre:

1. ¢Ha usado servicios de salud bucodental? Si No
Cuantas veces en el (ltimo afio:
2. ¢Cuantas veces al dia se cepilla los dientes?

Ninguna vez
1vez
2 veces
3 0mas
¢Utiliza hilo dental? si____ no
Frecuencia:
Diario
Semanal
3. ¢Utiliza enjuague bucal?
Si
No

4. Dieta cariogénica (frecuencia de consumo)
e Dulces
Diariamente

3omasvecesalasemana_
1-2vecesalasemana___
Menos de 1vezalasemana
Nuncaocasinunca

e Refrescos azucarados
Diariamente

3omasvecesalasemana_
1-2vecesalasemana
Menos de 1vezalasemana
Nuncaocasinunca

¢ Refrigerios (comida entre comidas)
Diariamente

3 0 mas veces a la semana
1-2 veces a la semana
Menos de 1 vez a la semana

Nunca o casi hunca
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5. Grado de escolaridad:

Primaria__ afios
Secundaria _____ afios
Bachillerato __ afios
Licenciatura __ afios
Tecnico __ afios
Posgrado_ afios

7. Emplea algun tipo de plaguicida en su trabajo o casa:

No

Si

¢ Cuél o cuédles?

¢ Cuanto tiempo al dia?

¢,Desde hace cuanto tiempo se encuentra expuesto?

SIGUIENTE RUBRO LLENAR SOLO EN CASO DE QUE SU OCUPACION SEA FLORICULTOR:

A. ¢Cuantos afios tiene dedicandose a la floricultura?

B. ¢Qué actividades realiza?
___Siembra ___ Corte _ Bonche __ Fumigar __ Desbotonar ___ Otro
C. ¢Cuales compuestos ha aplicado?
__Lannate _ Tamaron __Tecto __Agrimec __Nuvacron __Furadan __Ridomil gold
__Manzate 200 _ Benlate __ Tal star __Fungicel __ Pentaclor 600F __ Curacron 500 FC

__Omite __CascadeOtros

D. ¢Usted prepara los plaguicidas para aplicarlos?

¢, Cada cuando los aplica?

F. ¢Utiliza equipo de proteccion y cuales? No Si

Guantes Mandil __ Mascarilla Overol Botas
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3. Formato para registro de caries

FOLIO:
FECHA: | |

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27

48 a7 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37

TOTAL:

e —————
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4. Resultados del Genotipo y Namero de Organos Cariados del Grupo

e Grupo Expuesto

C GSIMI GSTTL  Exonb  Exon6 Can

© 0N O Ul WN P

AW W W WWWWWWWNDNDNDNDNDNDNDNNDNNRPERPRPRPEPEPEPREPRPREPLPR
O ©W OO NO O WNPFP O OWNOD OGP WNPEPOOOWLONODOGPMWDNDLEREDO

+ 4+ 4+ 4+ 4+

+ + 4+

+

+ + + + +

GSTP1
ala ala
a/b ala
b/b alc
b/b alc
b/b ala
b/b ala
a/b alc
a/b alc
b/b ala
a/b alc
a/b alc
a/b alc
a/b ala
a/b ala
a/b alc
a/b ala
a/b ala
b/b ala
a/b ala
a/b alc
b/b alc
b/b ala
a/b ala
a/b ala
a/b ala
a/b alc
b/b ala
a/b ala
b/b alc
a/b ala
b/b ala
b/b alc
a/b alc
a/b ala
a/b alc
a/b ala
b/b ala
a/b ala
a/b ala
a/b ala

A NN ODNOOOOO-SN B
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e Grupo No Expuesto

GSTP1

5 SSTML GSITL Bdns  Bont .
1 - - a/b a/a 6
2 + - a/a a/a 3
3 - a/b a/c 10

4 - + a/a a/a

5 + + b/b a/a
6 + - a/b a/c 15
7 - - b/b a/c 17
8 - - b/b a/a 15
9 - + b/b a/a 16
10 - - a/b a/a 7
11 + + a/b a/c 12
12 - - a/b a/a 8

13 - - b/b a/a
14 + + a/a a/a 3
15 - - a/b a/a 11
16 + + a/a a/a 1
17 - - b/b a/a 8
18 - - a/b a/a 17
19 - - b/b a/a 10
20 + + b/b a/c 13
21 - - a/b a/a 11
22 + + a/a a/a 2
23 - - a/b a/a 12
24 + + a/b a/a 4
25 - - a/b a/a 14
26 - - a/b a/a 9
27 - - b/b a/a 12
28 - - a/a a/c 7
29 - - b/b a/a 11
30 + + b/b a/a 3
31 ] ] b/b a/c 19
32 - - a/b a/c 17
33 - - a/a a/c 1
34 - - b/b a/c 13
35 + + b/b a/a 5
36 - ] a/b a/a 19
37 + - a/a a/c 6
38 - + a/a a/c 14
39 - - a/b a/c 11
40 - - a/b a/a 8
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5. Oficio de Aprobacion del Comité de Etica del Hospital A. L6pez Mateos

-3 GOBERNODEL .
ESTADO DE MEXICO . "GRANDE

“2012. Aiio del Bicentenario de El llustrador Nacional”

Toluca de Lerdo, México a
16 de Agosto de 2012
C.M. L. A. L. M/DIR/217BE50061/4577/2012

Acta Informativa

Siendo las 10:00 horas del dia 02 de Julio de 2012, reunidos en el Aula 2 de la
Subdireccion de Ensefianza e Investigacion, el Subcomité de Ensenanza, Investigacion y
Etica procedemos a revisar el trabajo de tesis: “DETECCION DE LOS POLIMORFISMOS
DEL GEN GLUTATION S-TRANSFERASA EN INDIVIDUOS CON CARIES EXPUESTOS
OCUPACIONALMENTE A PLAGUICIDAS” realizado C. D. MARIANA GABRIELA
LECOURTOIS AMEZQUITA el cual ha sido APROBADO por decision unanime.

Se da por terminada la reunién siendo las 10:30 horas del dia 16 de agosto de 2012.
Firmando al calce los integrantes del Subcomité de Ensefianza, Investigacion y Etica de
este Centro Médico.

/ Ly

. José Rogel Romero Dra. Yolanda Flores Canovas
irector del Centro Médico Subdirectora de Erlsefianza e Investigacign

Lic. Alejandra Béjar Calzada Dr. en E. P. Alber Igado Valdés
Jefa de la Unidad de Calidad Direct esis. ;
Coordinadora del Subcomité de Ensefianza -

e Investigacion

SECRETARIA DE SALUD DEL EST/~‘ D\J D
INSTITUTO DE SALUD I3
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6. Constancia de Participacion en Congreso
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