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RESUMEN

En los ultimos afios, los biomarcadores han sido utilizados para medir la exposicion
y el efecto de una gran variedad de compuestos contaminantes, y como indicadores
para el monitoreo en la salud humana y de animales. Particularmente, enzimas
como la CAT y la GST han sido ampliamente utilizadas como biomarcadores de
efecto por su capacidad para evaluar el estrés oxidativo ante la exposicion a
compuestos contaminantes, tales como los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs). Algunos estudios han reportado la presencia de HAPs en matrices
ambientales y biolégicas. En sitios cercanos al rio Hondo, ubicado en el limite
geografico entre México y Belice, se han reportado concentraciones de HAPs en
sedimentos y animales. El presente estudio analiza la presencia de HAPs en el
plasma sanguineo de habitantes de la zona cafiera en la ribera mexicana del rio
Hondo, y evalla la actividad de catalasa (CAT) y glutation-S-transferasa (GST)
como biomarcadores de estrés oxidativo en eritrocitos y plasma sanguineo ante la
exposicion a los HAPs, esto durante el segundo mes de la temporada de zafra de
la cafia de azucar. Se estudiaron las muestras de un grupo de cortadores de cafia
(grupo expuesto; n = 41) y un segundo grupo como control (n = 25). Se colectaron
66 muestras de sangre en total para el estudio. Para el analisis de los
biomarcadores de estrés oxidativo, se utilizo la deteccion por espectrofotometria y
para el analisis de HAPs se utilizé cromatografia de gases con detector de
ionizacion de flama. En los eritrocitos, la CAT fue detectada en el 100 % de las
muestras (n = 66) con una media de 2,378 U/ml (x 521.44) en el grupo expuesto y

2,465 U/ml (= 538.83) en el grupo control, sin diferencia estadisticamente



significativa. La GST en eritrocitos fue detectada en el 92 % de las muestras con
una media de 25.6x102 U/ml (+ 14x103) en el grupo expuesto y 31.6x10 U/ml
(£ 17x103) en el grupo control, sin diferencia significativa. En plasma, la GST fue
detectada en el 92 % (n = 61) de las muestras con un promedio de 2.4x10° U/ml
(£ 0.7x10°3) en el grupo expuesto y de 1.9x10° U/ml (= 0.9x10%) en el grupo control;
de acuerdo con el andlisis estadistico, existe una diferencia significativa entre la
actividad de la GST plasmatica del grupo expuesto con respecto al grupo control, lo
que apunta a un mayor estrés oxidativo en el grupo expuesto con respecto al grupo
control. Principalmente, se detectaron, de acuerdo con la Agencia Internacional de
Investigaciones sobre el Cancer (IARC), HAPs del grupo 1 (benzo(a)pireno), grupo
2B (benzo(a)antraceno) y grupo 3 (antraceno, fluoreno, fluoranteno y fenantreno).
La relacion entre la actividad de GST en plasma del grupo expuesto y los HAPs tuvo
una significancia con acenafteno, benzo(a)antraceno y benzo(a)pireno. Finalmente,
a partir del analisis de indices moleculares se sugiere que los HAPs detectados en
las 41 muestras de plasma del grupo expuesto provienen de la combustién de la
biomasa vegetal, al mismo tiempo 8 casos de este mismo grupo provienen de la
combustién de fosiles liquidos y 1 caso proviene de una fuente petrogénica no
guemada. En el caso del grupo control, se observa que el 100% de los HAPs en las
muestras de plasma provienen de la combustion de la biomasa vegetal. Con este
estudio, se reporta por primera vez la presencia de HAPs en plasma en poblacién
humana de rio Hondo y su asociacidon con biomarcadores de estrés oxidativo,
confirmandose que el incremento de la actividad antioxidante se asocia a la

exposicion por HAPs.
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1. INTRODUCCION

En México, la cafia de azlcar se cultiva en 22 estados tanto del sureste como del
noreste, superando las 800 mil hectéreas de tierra sembrada. El estado de Quintana
Roo forma parte de la region agroindustrial azucarera del sureste del pais, junto con
Campeche, Tabasco y Chiapas. Actualmente, en Quintana Roo la cafia de azlcar
se sigue cosechando manualmente, aproximadamente 1,134 cortadores de cafa
trabajan en la cosecha cada afio para el ingenio azucarero San Rafael de Pucté,
ubicado en el municipio de Othén P. Blanco, al sur del estado (Garcia-Ortega 2016;

SAGARPA 2017, CONADESUCA 2019).

Este proceso de cosecha no mecanizada suele ir precedido de una etapa de
preparacion que consiste en quemar la cafia de azucar un dia antes de la cosecha
para eliminar las hojas de los tallos y facilitar el proceso de corte, con lo que se
aumenta la productividad y se disminuye el volumen de residuos, favoreciendo la
incorporacion del residuo al suelo. Este método de quema de biomasa agricola es
responsable de la emision de grandes cantidades de gases de efecto invernadero,
precursores del ozono y material particulado (Prado et al. 2012). Asimismo, existen
varios factores que influyen en la extension espacial de estos contaminantes
atmosféricos, como la naturaleza del contaminante (particulado o gaseoso, inerte o
reactiva), el tamafio de las particulas, la concentracion, el ritmo de emisién y las
condiciones meteoroldgicas tales como la direccion y velocidad del viento, la

humedad del aire y la tasa de precipitaciones (Zhou y Levy 2007; Prado et al. 2012).



Una de las principales inquietudes ante la combustion incompleta de esta biomasa
es la generacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) dado sus efectos
toxicos sobre la salud. Estos compuestos organicos distribuidos ampliamente en el
medioambiente contienen dos o mas anillos de benceno unidos entre si. Sus
caracteristicas fisicoquimicas tales como altos puntos de fusion y de ebullicién, baja
presion de vapor y muy baja solubilidad acuosa, determinan su transporte en el
ambiente y su absorcién en los tejidos de organismos vivos, los cuales pueden ser
susceptibles de presentar un efecto toxico agudo o crénico por la exposicion a estos
compuestos. Los HAPs que contienen 2 o 3 anillos aromaticos son conocidos como
HAPs livianos y son caracteristicos por sus propiedades fisicas y quimicas de bajo
peso molecular, lo que los hacen candidatos ideales para su dispersion a través de
la atmdésfera. Por su parte, los que contienen mas de cuatro anillos denominados
HAPs pesados, se caracterizan por ser mas estables y toxicos, y por tener mayor
afinidad por el material particulado como cenizas y con la materia organica del suelo,
siendo mas persistentes en el ambiente (Skupinska et al. 2004; Daly et al. 2007; De
Andrade et al. 2010; Martinez 2011; Ortiz-Salinas et al. 2012; Caba et al. 2015;

Meléndez et al. 2016).

Estos compuestos emitidos por fuentes antropogénicas, se encuentran asociados
con varios efectos negativos en las poblaciones expuestas (por ejemplo, diversos
trastornos respiratorios, entre otros. La exposicion a corto o largo plazo implica el
desencadenamiento de inflamaciones agudas y/o cronicas respiratorias y/o de la
piel, asi como estrés oxidativo asociado a varias patologias, y también a

alteraciones epigenéticas (Prado et al. 2012). Es por ello que la exposiciéon de un



individuo a los compuestos emitidos por fuentes como la quema de biomasa u otras
fuentes petrogénicas, debe ser cuantificada y cualificada.
Una manera es mediante la medicibn de marcadores bioldgicos asociados a la
exposicion de los compuestos contaminantes. Basicamente, los marcadores
biologicos o biomarcadores, hacen referencia a las alteraciones biogquimicas,
fisiolégicas, morfolégicas e histopatoldgicas inducidas por un xenobidtico en un
organismo (Rendon 2005; Buenfil 2014). Los biomarcadores pueden ser
clasificados en: biomarcadores de exposicion, efecto o susceptibilidad. Los
biomarcadores de exposicién evallan en un organismo la presencia de un
xenobidtico. Los biomarcadores de efecto evalian la alteraciébn bioquimica,
fisiolégica o de comportamiento en un organismo, la cual puede estar asociada a
una patologia. Mientras, los biomarcadores de susceptibilidad indican la capacidad
inherente o adquirida de un organismo para responder ante un Xxenobibtico

(Cancado et al. 2006; Arango 2012).

En un organismo, existen distintas especies reactivas, estas son: las especies
reactivas de oxigeno (ERO), las especies reactivas de nitrégeno (ERN), de cloro
(ERCI) y Bromo (ERBr), aunque las ERO y ERN son los dos grandes grupos
implicados dentro de la biologia de oxidacion-reduccion (redox) (Corrales y Mufioz
2012). Estos conjuntos de moléculas se forman como resultado del metabolismo
celular, y se originan tanto en procesos fisiolégicos normales como en procesos
patoldgicos. Esta situacién es incompatible con la vida, a menos que existan en las
células mecanismos de defensa que neutralicen a las especies reactivas de

cualquier elemento. Evolutivamente, los organismos hemos desarrollado un sistema
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de defensa antioxidante formado por elementos tanto enzimaticos como no
enzimaticos, que actlan conjuntamente para asi proteger a las células (Corrales y
Mufioz 2012). Mantener el control de los niveles de las especies reactivas, permite
que a condiciones bajas y moderadas éstas sean beneficiosas dentro de los
procesos celulares. En contraste, cuando los niveles de las especies reactivas se
elevan pueden generar estrés oxidativo, condicidn que trae como consecuencia una
perturbacion en el equilibrio de los mecanismos de defensa y la reaccion entre las
especies reactivas con moléculas organicas, como las proteinas o lipidos, dando
como resultado la activacion celular de neutrdéfilos, macrofagos, y liberacion de
citoquinas, quimiocinas y moléculas de adhesién que pueden generar dafios
celulares e incluso genéticos (Romieu et al. 2008; Mayor-Oxilia 2010; Meléndez et

al. 2016; Meléndez 2018; Carvajal 2019).

En algunos estudios, se ha observado que la presencia de HAPs induce cambios
en la actividad de enzimas antioxidantes. Basicamente, una vez que los HAPs
ingresan a un organismo, pueden activarse metabolicamente y transformarse
mediante una serie de enzimas que catalizan reacciones de oxidacion, reduccion,
hidrolisis y conjugacion de estos compuestos (Mastandrea et al. 2005). En primera
instancia el sistema citocromo P450 (CYP450) junto con la epoxido hidrolasa son
las enzimas responsables de la activacion metabdlica de los HAPs y de la formacion
de epdxidos que pueden desencadenar fenoles o dihidrodioles. De estos fenoles
algunos son oxidados a quinonas y otros producen epoéxidos secundarios (di-
hidrodiolepoxidos), que son altamente inestables y cuando no reaccionan

rapidamente, son hidrolizados a tetroles, ademas de ser las formas més reactivas
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con el ADN (Villa-Cruz 2009). Estos metabolitos son capaces de reaccionar con
lipidos, &cidos nucleidos, enzimas y otras moléculas pudiendo causar interferencia
con la homeostasis celular, asi como enlaces covalentes con alguna guanina del
ADN, inducir cambios estructurales y roturas del ADN, ademas de bloquear la
actividad de los sistemas enzimaticos de reparacién y provocar errores en su

replicacion (Armendariz et al. 2006; Singh et al. 2008; Valavanidis et al. 2011).

Asimismo, la sintesis de las enzimas metabolizadoras de HAPs se debe a la
activacion del receptor de hidrocarburos de arilos (AhR). Dicha activacion del AhR
se caracteriza por su translocacion al nucleo y la disociacion del complejo al cual
esta unido. Una vez en el nucleo, el AhR, forma un heterodimero con la proteina
nuclear del receptor de arilos (ARNT). Este heterodimero AhR/ARNT interacciona
con proteinas como histonas y factores remodeladores de cromatina, lo que resulta
en la union del complejo AhR/ARNT a una secuencia de ADN (GCGTGA) conocida
como elemento de respuesta a xenobioéticos, formando asi una secuencia de genes
que codifican enzimas de fase | como el citocromo y enzimas de fase Il como la
GST para convertir a los HAPs en moléculas polares, conjugarlos con moléculas
endogenas y poder expulsarlos (Mastandrea et al. 2005; Vazquez-Gomez et al.

2016).

Es asi que, a través del conocimiento de la funcion del sistema de defensa bioldgico
pueden emplearse varias técnicas que permitan evaluar el impacto causado por
agentes oxidantes y la actividad del estrés oxidativo. Algunas técnicas ya
implementadas son: la evaluacion de proteinas (técnica de Lowry y método de

Bradford), sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), actividad de
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superoxido dismutasa (SOD), determinacion de catalasa (CAT), determinacion de
la enzima Glutation peroxidasa (GPx), medicion de Glutation-S- Transferasa (GST),
mediciébn de glutation reducido (GSH) y determinacion de nitritos y nitratos.
Particularmente, los antioxidantes enzimaticos pueden emplearse potencialmente
como herramientas de monitoreo biolégico que indiquen el estrés oxidativo en un
organismo por la exposicion a HAPs. Las defensas antioxidantes enzimaticas
incluyen la SOD, GPx y CAT, mientras los antioxidantes no enzimaticos incluyen al
acido ascorbico (Vitamina C), -tocoferol (Vitamina E), GSH, carotenoides,
flavonoides y otros antioxidantes, (Valko et al. 2007; Corrales y Mufioz 2012;

Lushchak 2014).

La SOD y CAT son parte de la primera linea de defensa contra las ERO. La SOD
convierte los radicales superoxido (O2z*) en peroxido (H202), mientras que la CAT y
la GPx catalizan la reaccion de reduccion del H2O2 para obtener como productos
agua (H20) y oxigeno molecular (Oz), evitando asi que se forme el radical hidroxilo
(* OH) y el oxigeno singlete (*0O2), especies de oxigeno que son muy reactivas.
La regulacion de la CAT es una de las respuestas adaptativas mas importantes de
proteccion celular (Diaz 2003; Kamal et al. 2015). A nivel celular se ubica en los
peroxisomas Yy resulta mas elevada en el higado y los rifiones, utiliza hierro como

cofactor para la eliminacion de H202 (Céspedes, et al. 1996).

Por su parte, la GST, tiene como principal funcién la desintoxicacion de compuestos
electrofilicos y alquilantes. Esta enzima cataliza la conjugacion de GSH a sustratos
electrofilicos, generando compuestos menos reactivos y mas solubles que son

facilmente eliminados de la célula a través de transportadores de membrana
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especificos. Esta enzima evolucioné para proteger a las células contra los
metabolitos reactivos del oxigeno, ademas presentan multiples reacciones con una
multitud de sustratos endégenos y exdgenos como los halogenonitrobencenos, los
compuestos organofosforados compuestos organofosforados, esteroides,
compuestos carbonilicos a,B-insaturados, haluros de arilo epdxidos, quinonas,

isotiocianatos y arilnitrocompuestos (Dasari et al. 2018).

La localizacion celular de la GST puede variar, aunque se han descrito en el
citoplasma, el nucleo, los peroxisomas y la mitocondria (Barreto 2006). También se
han identificado expresadas en higado, bazo, pancreas, cerebro, pulmones,
corazoén, testiculos, rifion, tejido nervioso, eritrocitos y plasma. (Bocedi et al. 2016;

Czuczejko et al. 2019).

ANTECEDENTES

Existen diferentes vias por las cuales una gran cantidad de compuestos pueden
ingresar a un organismo, estas son: via inhalatoria, digestiva y dérmica.
Basicamente, las poblaciones humanas pueden estar sometidas a exposiciones de
tipo ambiental y ocupacional. Particularmente, en algunas personas la principal
fuente de exposicion a los HAPs ocurre en el lugar de trabajo por la inhalacion de
gases y particulas, o al entrar en contacto con sustancias o la manipulacion de éstas
(Agudo 2010). La exposicién ocupacional puede considerarse como una forma de
exposicibn  ambiental, pero con unas caracteristicas  peculiares.

La principal es que la exposicion ocupacional tiene lugar a concentraciones mucho
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mayores que la exposicidbn ambiental, de igual manera, puede tener variaciones en
la concentracion durante un periodo limitado de tiempo. Ademas, con frecuencia
esta exposicion ocurre en lugares sometidos a condiciones no habituales de
temperatura, y en muchas ocasiones con exposicion concomitante a otros

compuestos quimicos. (Agudo 2010).

La exposicion laboral a los HAPs, es muy comun, y existe un gran numero de
industrias y procesos en los que estan presentes estos compuestos. En algunos
casos la base de la exposicion es a causa de la combustion de materia organica
necesaria para un proceso determinado. En otros se debe a la utilizacion de
productos ricos en HAPSs, y en otros mas a la exposicion secundaria a emisiones de
los tubos de escape que contienen HAPs, durante la operaciéon de maquinaria y

vehiculos de transporte (Agudo, 2010).

La via de exposiciéon ambiental a los HAPs es fundamentalmente inhalatoria, siendo
las fuentes principales: los gases de los tubos de escape de los vehiculos, los
incendios forestales, y la incineracibn de desechos industriales, agricolas y
domésticos. También se considera la exposicidn dentro de las casas, a partir de la
combustiéon de madera y de productos de madera tratados con creosota (Agudo

2010).

Los estudios, han demostrado que la exposicion a altos niveles de HAPs puede
ocasionar efectos sobre la salud como aumento del riesgo de cancer, enfermedades
respiratorias, arteriosclerosis, dafo renal, cambios en la variabilidad de la frecuencia

cardiaca (Lodovici y Bigagli 2011; Prado et al. 2012; Leite et al. 2018).
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Esto potencialmente debido a que, inicialmente, la exposicion por HAPs puede
inducir toxicidad en el organismo al interferir con el funcionamiento de componentes
celulares, asi como con los sistemas de acoplamiento de enzimas, pues los
metabolitos de los HAPs pueden causar interrupciones bioquimicas y conducir a la
sobre formacién de especies reactivas de oxigeno y a la posterior induccion del
estrés oxidativo, asociado a multiples enfermedades (Elejalde 2001; Meléndez et al.

2016).

El estrés oxidativo, fue definido por primera vez en 1985 por el profesor Helmut Sies,
como: "un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes a favor de los oxidantes, que
conduce a una alteracion de la sefializacion y el control redox y/o al dafio molecular”,
Segun Sies (1985), estos procesos de oxidacion, vinculados al oxigeno pueden ser
potencialmente peligrosos y constituir la base de una serie de fendmenos
fisiologicos y fisiopatoldgicos. Recientemente se propuso una definicion mas por
Lushchak (2011), indicando que el estrés oxidativo es “una situacion en la que la
concentracion de especies reactivas en estado estable, aumenta de forma
transitoria o cronica, perturbando el metabolismo y regulacion de componentes
celulares”. Como se ha descrito anteriormente, en condiciones normales, los
organismos vivos mantienen un nivel basal de ERO en estado estacionario dentro
de un determinado rango. La homeostasis se da gracias a que los sistemas de
generacion de ERO se contrarrestan con los sistemas de defensa y eliminacion
junto con cualquier otro componente que interactie con las ERO. No obstante, en
determinadas circunstancias, este equilibrio puede verse alterado, lo que da lugar a

un mayor nivel de ERO en estado estacionario. En este contexto, si los niveles de
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ERO en estado estacionario vuelven a su valor inicial a los pocos minutos/horas
después de la induccion del estrés, se denomina "estrés oxidativo agudo”. Sin
embargo, a veces los niveles de ERO no vuelven al rango inicial, sino que se
estabilizan a un nivel mas alto o simplemente amplian el rango de ERO en estado
estacionario que existe en condiciones normales, y en este caso se denominaria

"estrés oxidativo crénico" (Lushchak 2011).

Dependiendo de la duracion, el EO puede ser agudo (hasta 15 dias) o cronico (mas
de 15 dias). Por ejemplo, el EO agudo puede presentarse inmediatamente después
de una comida abundante y rica en grasas o poco después de hacer ejercicio.
Mientras que el EO cronico puede producirse en fumadores o en pacientes
diabéticos que permanecen con hiperglucemia durante periodos prolongados

(Ceriello 2006; Halliwell 2012; Villanueva et al. 2013).

Basicamente, el organismo responde al estrés oxidativo con un aumento en la
defensa antioxidante. Sin embargo, si el estrés oxidativo es severo o muy
prolongado, la defensa antioxidante se desequilibra y pueden afectarse los
mecanismos que el organismo desarrolla para contrarrestar el estrés oxidativo. En
estas condiciones los radicales libres atacan estructuras celulares como los lipidos,
las proteinas o el ADN, y dependiendo de la duracién e intensidad del dafio, los

efectos pueden ser irreversibles (Ceriello 2006).

Es asi que, el origen de los efectos nocivos para la salud desencadenados por estos
compuestos radica en sus propiedades pro-oxidantes, que pueden inducir estrés

oxidativo mediante la produccion de radicales libres y la subsecuente activacion de
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vias de sefializacion sensibles al redox. Estas vias pueden indicar que la exposicion
a las particulas contaminantes desencadena respuestas de inflamacion sistémica
cuando las defensas oxidantes son inadecuadas, siendo, el estrés oxidativo y la
inflamacion sistémica, resultados de los efectos por exposicién a los HAPs (Delfino

et al. 2011).

De modo que estudiar el estrés oxidativo resulta sumamente interesante e
importante, asi como aquellos parametros indicativos como los biomarcadores que
subyacen a los efectos adversos ante la exposicion ambiental, e incluso ocupacional

de una gran variedad de compuestos contaminantes, tales como los HAPs.

Por ejemplo, Moro y colaboradores (2013) emplearon biomarcadores de estrés
oxidativo como herramientas de evaluacion ante la exposicion a los HAPs. En sus
resultados se observé una disminucién en la actividad de las enzimas SOD, CAT y
GST en el grupo de trabajadores de estaciones de gasolina con respecto al grupo
control. Dicha reduccion fue acompafiada por el aumento de la concentracion tras
la exposicion al benceno y la excrecidn de su metabolito trans, trans acido mucoénico

(t,t-MA).

Por otra parte, Kamal y colaboradores (2015) evaluaron la exposicion a los HAPs
por contaminacién del trafico en Lahore, Pakistan, en tres grupos expuestos y un
grupo control. Para ello estudiaron la actividad de 1-hidroxipireno (1-OHP)
empleado como biomarcador de exposicion a HAPs y las enzimas antioxidantes
como CAT, GSH y GPx, como biomarcadores del estrés oxidativo. En los resultados

observaron una fuerte correlacién entre el aumento de la concentracion de 1-OHP
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y el aumento de la actividad de CAT y GSH en el grupo expuesto con respecto a un

grupo control.

En otro estudio, Costa-Amaral y colaboradores (2019), emplearon CAT, GST, SOD,
MDA y THIOL como biomarcadores de estrés oxidativo por exposicion a bencenoy,
como biomarcadores de exposicidon emplearon trans,trans acido-mucaonico (ttMA) y
Acido S-fenilmercapturico (S-PMA) que son metabolitos de benceno. En los
resultados, la correlacion que se obtuvo, indic6 una disminucion de los
biomarcadores de estrés oxidativo y un aumento en los biomarcadores de

exposicion.

Otro estudio aun mas relevante es el de Prado y colaboradores (2012). Ellos
compararon la actividad enzimética de un grupo de trabajadores de cafia de azUcar,
precisamente cortadores de cafia, y como grupo control los residentes de Mendoza,
en Brasil, durante la temporada de cosecha y no cosecha. En el estudio emplearon
como biomarcadores de estrés oxidativo CAT y GST, y como biomarcador de
exposicion el metabolito 1-OHP. El analisis reveld que la concentracion de 1-OHP
en los residentes permanecié casi sin cambios en ambos periodos, mientras que,
en los trabajadores de la cafia de azucar, este biomarcador se elevdo méas de 11
veces durante el periodo de cosecha. En cuanto a los biomarcadores de estrés
oxidativo, se observo una disminucion en la actividad de las enzimas antioxidantes
(CAT y GST) durante la temporada de zafra en mayor magnitud en los trabajadores

de la cafa de azUcar.
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Por otra parte, existen estudios relacionados con la quema vegetal de sitios
agroindustriales azucareros en los cuales registran cualitativa y cuantitativamente
la presencia de los HAPs, situacion que podria relacionarse con la salud de los
habitantes. De Andrade y colaboradores (2010), en Araraquara (Brasil), registraron
concentraciones de HAPs en suelo en temporada de no cosecha (2.5 ng-m®) y en
temporada de cosecha (11.6 ng-m®) generados a partir de la quema de las
plantaciones de cafia, la concentracion de los HAPs aument6 casi 5 veces, y de los

cuales los mas abundantes fueron fenantreno, fluoranteno, y antraceno.

Mugica-Alvarez y colaboradores (2015), también reportaron al antraceno,
fenantreno, fluoranteno y pireno como los HAPs mé&s abundantes en suelo,
generados por la quema de cafia en los municipios de Huixtla, ubicado al sur de
Chiapas, y Zacatepec, ubicado en el estado de Morelos. Para ambos sitios, durante
la temporada de no cosecha se reportaron concentraciones de HAPs de 4.95y 2.84
ng-m? respectivamente, mientras que durante la temporada de cosecha ésta

incremento significativamente a 9.97 ng-m?3 en Huixtla y 10.62 ng-m?® en Zacatepec.

Alvarez-Legorreta (2014) también report6 en la zona cafiera de Quintana Roo, los
HAPs generados por la quema vegetal y por la combustion de gasolina. El estudio,
realizado en sedimentos de 8 sitios ubicados en la ribera del rio Hondo, registré una
concentracion de 3.44 a 20.30 pg/g de HAPs, con predominancia de compuestos
de 4 a 6 anillos, tales como antraceno, benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, criseno,
pireno, dibenzo(a,h)antraceno, fluoranteno y fenantreno, provenientes

principalmente de la combustion de gasolinas del area estudiada y de la ciudad de
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Chetumal asi como de la combustion de la vegetacion de las zonas agricolas en

ambas riberas.

Es pertinente mencionar como estos compuestos estan asociados a los problemas
de salud publica, pues con base a la Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro
de Enfermedades (ATSDR) (1995), se presenta una clasificacion de los HAPs de
mayor  toxicidad, entre ellos acenafteno, acenaftiieno, antraceno,
benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo(e)pireno, benzo(a)fluoranteno, criseno,
fluoranteno, fluoreno, fenantreno y pireno. Asimismo, la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (EPA) (1996), identificé los HAPs més peligrosos
para la salud, ellos fueron: naftaleno, acenatftileno, acenafteno, fluoreno, antraceno,
fenantreno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(a)pireno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(b) fluoranteno, benzo(g,h,)perileno, dibenzo(a,h)

antraceno, indeno(1,2,3-c,d)pireno.

También, la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC) (2010)
identific6 un grupo de HAPs como carcinogénicos para los humanos:
benzo(a)pireno (1), criseno (2A), dibenzo(a,h)antraceno(2A), benzo(a)antraceno
(2B), benzo(b)fluoranteno (2B), benzo(j)fluoranteno (2B), benzo(k)fluoranteno (2B),
indeno(1,2,3-c,d)pireno(2B), fenantreno (2B), fluorantreno (2B), antraceno (2B) y
pireno (2B). En donde el grupo 1 se refiere a aquellos compuestos cancerigenos
para los humanos; el grupo 2A son probablemente cancerigenos (existen pruebas
sélidas, pero no son concluyentes) y el grupo 2B en el que encuentran los
compuestos posibles cancerigenos para los humanos (es decir, que existen algunas
evidencias, pero estan lejos de ser concluyentes) y el grupo 3 que corresponde a
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evidencia suficiente en los animales de experimentacion (IARC 2010; Quijano y

Meléndez 2014; Quijano et al. 2015).

El registro de los HAPs generados por la quema de biomasa vegetal encontrados
en distintos sitios, permite dimensionar la magnitud de la exposicion en la que se
encuentran inmersos multiples grupos poblacionales. Por tanto, un andlisis
toxicoldgico resulta una buena oportunidad para emplear biomarcadores para una
evaluacion de estrés oxidativo, a manera de sistematizar la utilizacion de estas
herramientas en el diagnéstico de los efectos adversos por contaminantes como los

HAPSs.

2. JUSTIFICACION

En los dltimos afios, se ha demostrado que la presencia de HAPs en el organismo,
induce el estrés oxidativo, el cual esta asociado a multiples enfermedades. En las
zonas rurales, la quema de la cafia de azUcar emite una gran cantidad de HAPs, lo
que representa un potencial riesgo para la salud de la poblacion local y de sitios
vecinos, pero sobre todo para los trabajadores de cafla de azUcar, quienes se
encuentran en contacto directo con la biomasa quemada y en constante inhalacion
de estas particulas. La zona carfiera de la ribera del rio Hondo, cuenta con estudios
de HAPs presentes en suelos y animales, por lo que estudiar la exposicion en
humanos, puede ampliar el panorama sobre el impacto ambiental por parte de estos

contaminantes.
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Los biomarcadores de estrés oxidativo son una buena herramienta que permiten
observar los efectos por la exposicién a los HAPs. La actividad de las enzimas
antioxidantes como CAT y GST se han implementado en una amplia variedad de
estudios y organismos como biomarcadores de estrés oxidativo y asi poder

monitorear y evaluar la exposicion ambiental por HAPSs.

Por consiguiente, en este estudio, se evaluo el estrés oxidativo mediante la actividad
de dos enzimas antioxidantes: CAT y GST, y su posible influencia por los HAPs
generados por la quema de cafia durante la temporada de zafra, en el ejido de
Alvaro Obregén dado las caracteristicas de mayor extension de cultivo y mayor
productividad, lo que podria sugerir una mayor cantidad de emision de HAPs. Esto
en un grupo de cortadores de cafia de azucar, quienes dado la naturaleza de su

trabajo se encuentran mas expuestos a los HAPs.

Pregunta de investigacion

¢Los cortadores de cafia del ejido Alvaro Obregon presentan estrés oxidativo
asociado a la exposicion ocupacional a hidrocarburos aromaticos policiclicos por la

guema de cafia de azUcar durante la temporada de zafra?
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3. OBJETIVOS

General.

Evaluar el estrés oxidativo en cortadores de cafa de azulcar y residentes del ejido
Alvaro Obregdn expuestos a los HAPs durante la temporada de zafra, mediante la

actividad de las enzimas CAT y GST en muestras de sangre.

Especificos
e Cuantificar la actividad de CAT y GST en cortadores de cafia y en residentes

del ejido Alvaro Obregon durante la temporada de zafra.

e Determinar la concentracion de los HAPs en cortadores de cafia y en

residentes del ejido Alvaro Obregén durante la temporada de zafra.

e Evaluar si existe relacién entre la concentraciéon de HAPs y la actividad de
CAT y GST.

4. HIPOTESIS

El grupo expuesto, correspondiente a los cortadores de cafia de azlcar, presentara
mayor estrés oxidativo que el grupo control, dado la exposicion ocupacional a

hidrocarburos aromaticos policiclicos generados por la quema de cafia de azucar.

24



5. MATERIALES Y METODOS

Para los fines de esta investigacion, se considerd necesario presentarse ante las
autoridades del ejido, lideres y grupos cafieros, asi como solicitar el consentimiento
informado de cada voluntario para la toma de muestras sanguineas y el uso de sus
datos obtenidos mediante una breve encuesta informativa (ANEXO 1y 2). Dada la
naturaleza del estudio, el trabajo se mantuvo acorde a las normas éticas que rigen
la investigacion cientifica. Estos aspectos fueron revisados y aprobados por el

Comité de Etica para la Investigacion de Ecosur.

Se establecio comparar el estrés oxidativo de dos grupos. En el primero,
denominado grupo expuesto, participaron 41 voluntarios, todos residentes del ejido,
y trabajadores en el corte de cafia, también realizan trabajo en el ciclo completo de
la cafia de azucar, lo que incluye actividades de siembra, fumigacion y cosecha. El
rango de edades de este grupo oscilé entre los 13 y 76 afos, ambos grupos
(expuesto y control) fueron categorizados con base a la clasificacion de grupos
etarios del Consejo Nacional de Poblacion (CONAPO, 2000): jévenes de 13 a 25
afos; adultos de 26 a 59 afos; adultos mayores de 60 afios en adelante.
La encuesta realizada a este grupo reveld que el 28 % de los participantes fuman.
En cuanto a la exposicion ocupacional, 100 % trabaja 8 o mas horas en el corte de
cafa, el 41 % ha trabajado en el corte de cafia por mas de 10 afios, el 33 % mas de
5 afos y el 26 % entre 1 y 5 afios. También el 26 % ha presentado afecciones a la
salud durante la cosecha de la cafia, como tos, dolor de cabeza, vision borrosa,
comezon, mareos, irritacion en los 0jos, calentura, cansancio y expulsion de fluidos
MUuCOS0S Negros.
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Por su parte, el grupo denominado control incluy6 25 voluntarios, también residentes
del ejido, que se dedican a trabajos como soldador, chofer, enfermero, carnicero,
comerciante, mecanico, campesinos en su mayoria y estudiantes. El rango de edad
oscilé también entre los 13 a 76 afos. Asimismo, la encuesta revel6 que el 28 %
son fumadores y que el 100 % de este grupo utiliza fogén para cocinar, aunque éste
se encuentra afuera de sus casas. El 8 % menciond que, durante la temporada de
zafra, presentan afecciones de salud como problemas respiratorios y dolor de
cabeza. El 16 % sefialé contar con una enfermedad diagnosticada como diabetes e

hipertension.

Ademas de la encuesta informativa realizada a los grupos de estudio, se
consideraron como antecedentes los informes del centro de salud rural de Alvaro
Obregon, el cual cuenta con un registro de las afecciones presentes en la poblacion.
Siendo, las afecciones respiratorias agudas y cronicas el primer padecimiento
reportado predominantemente en nifios y en mujeres, y en menor medida en
hombres; aunque en el caso de los hombres se sefiala que acuden con menor
frecuencia a las consultas médicas y se presentan mayormente cuando se trata de
una situacion grave de salud o ante una emergencia. Algunas afecciones
especificas reportadas en la poblacién incluyen la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), bronquitis crénica, rinofaringitis, faringoamigdalitis, otitis y otras
afecciones como la dermatitis, enfermedades diarreicas, infecciones urinarias e
infecciones micéticas, entre otras. Las causas de dichas afecciones pueden ser
multifactoriales, no obstante, estas pueden mantener una estrecha relacién con la

exposicién por combustion de biomasa vegetal. (Boopathy et al. 2002).
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5.1. Trabajo de campo

5.1.1. Area de estudio

La ribera del Rio Hondo, se localiza al sur del estado de Quintana Roo (figura 1), en
ella se ubica la zona cafiera del estado, alrededor de 29,300 ha son cosechadas por
los aprox. 1,134 cortadores de cafa (Garcia-Ortega, 2016). Esta zona abarca los
ejidos: Juan Sarabia, Sergio Butrén Casas, Carlos A. Madrazo, Sac-xan, Palmar,
Ramonal, Allende, Sabidos, Alvaro Obregén, Pucté, Cacao, Cocoyol, San Francisco
Botes y Nuevo Guadalajara, siendo los ejidos de Alvaro Obregdn y Pucté las zonas
con mayor extension del cultivo de cafa con 6,093 y 4,233 ha respectivamente

(Ramos-Valencia 2012).

En 2019, Benjamin Gutiérrez Reyes, lider de la asociacion de productores de cafia
de la Confederacion Nacional de Productores Rurales (CNPR), informé que los
ejidos de mayor productividad de la Ribera del Rio Hondo corresponden a Alvaro
Obregon, Pucté, Cacao, Sergio Butron Casas y Sabidos. Por consiguiente, el ejido
de interés en este estudio es Alvaro Obregon (Figura 1) dado las caracteristicas de
mayor extension de cultivo y mayor productividad, lo que podria sugerir una mayor

cantidad de emision de HAPs.

En el afio del estudio (2020), la temporada de zafra en el ingenio San Rafael de
Pucté se estimd para el periodo del 2 de enero al 30 de mayo (CONADESUCA,

2020).
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5.1.2. Tamafo de muestra

En este estudio se pretende obtener un primer acercamiento a la evaluacion de
biomarcadores de estrés oxidativo en respuesta a la exposicion a hidrocarburos
aromaticos policiclicos, para lo cual participaron 66 voluntarios (residentes todos)
del ejido Alvaro Obregén, zona cafiera del rio Hondo, Quintana Roo. Dado el
enfoque experimental del trabajo, se considerd el rango entre 30 y 60 participantes,
que es la cantidad de muestras correspondientes para un estudio piloto, y la cual
seria suficiente para obtener una curva de normalidad (Garcia-Garcia et al. 2013;

Mora et al. 2015).

5.1.3. Toma de muestras sanguineas

La toma de muestras del grupo de cortadores de cafia se realizé en dos dias. La
primera toma se realiz6 en el sitio de trabajo que correspondié a uno de los cafales
referido como “La Ceiba”. La segunda toma se realizé una semana después a unos
metros del sitio del corte. Ambas tomas se realizaron al finalizar la jornada laboral
con ayuda de personal médico. Para el caso del grupo control, éstos fueron citados
en el centro de salud del ejido y otras muestras fueron tomadas en las casas de los
voluntarios, estas tomas se realizaron en un solo dia, una semana después de la
toma del grupo expuesto.

Se tomaron aproximadamente 6 ml de sangre mediante puncién venosa, con el
sistema Vacutainer en tubos con EDTA. Una vez obtenida la sangre, se mezcld
cuidadosamente por inversion, se etiquetaron de acuerdo con un cédigo de marcaje,

se trasladaron al laboratorio y se almacenaron a -20°C.
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5.1.4. Obtencién de plasma sanguineo

El plasma sanguineo se separd por centrifugaciéon a 3000 RPM durante 15 min, éste
fue separado en dos alicuotas: 0.1 ml para el analisis de biomarcadores (CAT y
GST) por espectrofotometria y 1.5 ml para el andlisis de HAPs por cromatografia de

gases. Las alicuotas se almacenaron a -20°C hasta sus respectivos analisis.

5.1.5. Obtencién de eritrocitos hemolizados

Para el analisis de biomarcadores en eritrocitos hemolizados, una vez removido el
plasma del tubo Vacutainer, se tom6 una muestra de 0.1 ml del paquete celular y
se transfirid a un tubo Eppendorf de 2 ml. Estos se almacenaron a -20°C hasta su

respectivo andlisis.

5.2. Andlisis en laboratorio
5.2.1. Lavado de material

Todos los materiales fueron lavados con soluciones acidas (HNOs 5% y HCI 1N),
detergente libre de fosfatos (EXTRAN neutro) en solucion 1:1 y agua ultrapura. Para
el material empleado en cromatografia se utilizaron solventes grado HPLC. Todo el
material se dejé secar por lo menos 24 horas y fue almacenado hasta los

respectivos andlisis.
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5.2.2. Andlisis de CAT y GST en plasma sanguineo y eritrocitos hemolizados

La actividad de catalasa en plasma se analiz6 mediante la metodologia de Aebi
(1984). En primera instancia las muestras fueron descongeladas a temperatura
ambiente. Seguidamente, en un tubo Eppendorf se colocaron 25 pl de plasmay 475
ul de solucién buffer (fosfato de potasio pH=7, 0.05M) (factor de dilucion 1:20) y se
homogeneizaron. Posteriormente, se prepar6 la solucion de reaccion constituida por
buffer y peroxido de hidrégeno. Para la lectura de la actividad de catalasa, se
utilizaron microplacas de acrilico a las que se les adicionaron 200 pl de plasma y
100 pl de solucion de reaccion. La actividad del biomarcador fue leida en un
espectrofotometro Genesys 10uv Thermo® a una absorbancia de 240 nm. La

actividad de catalasa fue expresada en pmol/min/ml.

Para la GST plasmatica, se utilizo la metodologia de Habig y colaboradores (1974)
mediante el método espectrofotométrico. Después de que las muestras se
descongelaron a temperatura ambiente, se colocaron en un tubo Eppendorf 50 pl
de plasma y 450 ul de solucién buffer (fosfato de potasio pH=6.5, 1M) (factor de
dilucion 1:10) y se homogeneizaron. Posteriormente se prepard la solucion de
reaccion constituida por buffer, enzima GSH (L-Glutathione reduced Sigma-
Aldrich®) y el reaccionante 1-Chloro-2,4-Dinitrobenzeno (CDNB). Para la lectura se
utilizaron microplacas de poliacrilico a las que se les adicionaron 100 pl de plasma
y 200 pl de solucién de reaccion. La actividad del biomarcador fue leida en un
espectrofotometro Genesys 10uv Thermo® a una absorbancia de 340 nm. Su

actividad fue expresada en nmol/min/ml.

32



Los biomarcadores en eritrocitos, se analizaron, una vez removido el plasma del
tubo Vacutainer, para ello, se tomé una muestra de 0.1 ml del paquete celular y se
transfirio a un tubo Eppendorf de 2 ml. Estos se almacenaron a -20°C hasta su
respectivo analisis. Posteriormente, las muestras fueron descongeladas a
temperatura ambiente. Seguidamente se agregaron 1000 pl de agua ultrapura y se
continué con centrifugacién. En este punto se obtuvieron dos fases, los eritrocitos
hemolizados y las membranas de los eritrocitos hemolizados conocidas como
“ghost”. Se separ6 el ghost de los eritrocitos hemolizados. Para el analisis de CAT
se tomaron 4 pul de eritrocitos hemolizados y se colocaron en un tubo Eppendorf
junto con 996 pl de buffer (Factor de dilucion 250). Para la lectura del biomarcador
se utilizaron microplacas de acrilico a las que se les adicionaron 200 pl de eritrocitos
hemolizados y 100 pl de solucién reaccion.

En el caso de la GST, se tomaron 10 pul de eritrocitos hemolizados y se colocaron
en un tubo Eppendorf junto con 990 pl de buffer (Factor de dilucién 100). Para la
lectura del biomarcador se utilizaron microplacas de poliacrilico a las que se les
adicionaron 100 pul de la alicuota de eritrocitos hemolizados y 200 ul de solucién

reaccion.

Esencialmente, para expresar los resultados en una misma medida, se
homogeneizaron las unidades de la actividad de los biomarcadores a U/ml.
Equivalentes:

e U= pmol/min

e 1 pumol =1,000 nmol
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Tabla 1. Ejemplo. Valores homélogos de la actividad media de los biomarcadores en
muestras totales.

Actividad GST plasma GST eritrocitos CAT eritrocitos
unidades 2.228 nmol/min/mi 28.204 nmol/ min/ mi 2,411 pmol/ min/ ml
unidades 2.2x103 U /ml 28.2x10° U/ ml 2,411 U/ ml
homogeneizadas

5.2.3. Andlisis de hidrocarburos aromaticos policiclicos en plasma sanguineo

Los andlisis de extraccion, determinacion y cuantificacion de HAPs se llevaron a
cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Ambiental de El Colegio de la Frontera Sur
(ECOSUR), Unidad Chetumal. Se analizaron en total 16 HAPs, los cuales fueron
elegidos por representar una toxicidad considerable con impactos negativos en la
salud y que ademas han sido evaluados con mayor frecuencia en los programas de
vigilancia de contaminantes (Gonzalez 2015). Para la extraccion de HAPs, se utilizo
la metodologia de Pleil y colaboradores (2010) con algunas modificaciones.
Basicamente, la técnica consiste en preparar un medio de extraccion con
Hexano/Diclorometano (80/20), colocar 10 ml del medio en tubos de 10 ml y afadir
de 1 a 1.5 ml de plasma, seguido de una agitacion en vortex por 20 segundos; otra
agitacion por 40 min en una plataforma de eje de balancin y centrifugacién a 3000
rpm por 5 min a -20°C. Las muestras se transfirieron a tubos de 12 ml y finalmente
fueron evaporados a sequedad con una corriente de gas nitrogeno de ultra pureza.
Para la determinacion de los analitos, las muestras fueron reconstituidas con
hexano, posteriormente se inyectd 1 ul de extracto de muestra en un cromatégrafo

de gases Agilent modelo 7890A, con detector de ionizacion de flama y una columna
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capilar HP-5 (30 m de longitud x 0.320 mm d.i. x 0.25 ym de grosor de pelicula). El
programa de temperaturas fue: temperatura inicial 90°C (2 min), calentamiento a
180°C a una tasa de 10 ° C/ min, calentamiento a 300°C a una tasa de 6°C/min
durante 15 min. Para la identificacion de HAPs se utilizé un estandar (SUPELCO
EPA-610) con una mezcla de 16 compuestos (Alvarez-Legorreta, 2014). El limite de
deteccion fue de 0.08 a 0.125 ug/ml. Se corrieron blancos con cada serie de
muestras procesadas. Todos los solventes utilizados fueron grado HPLC. Los
resultados se reportaron en pg/ml de plasma. De las muestras analizadas, no se
hicieron réplicas, debido a que no se contd con suficiente volumen de muestra que

la técnica requiere.

5.3. Analisis estadistico
Los analisis estadisticos se realizaron con el programa IBM SPSS Statistics version
25. El tamafio total de muestras fue de 66 personas (varones todos) en un rango de

edad de entre 13 a 76 afos.

En primera instancia, para los biomarcadores se realiz6 la prueba de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov (n>50) que indico una distribucion normal para CAT y GST en
eritrocitos, por lo que se emplearon pruebas paramétricas. En el caso de GST en
plasma se obtuvo una distribuciéon no normal, por lo que se emplearon pruebas no
paramétricas. Dado que CAT en plasma presento valores por debajo del limite de
deteccion mediante el método empleado, se omiti6 el célculo estadistico del

biomarcador en dicha matriz.
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Asimismo, se utilizé la prueba de t de Student para evaluar diferencias entre la
actividad de CAT y GST en eritrocitos y los grupos de estudio (expuesto y control).
También se utilizé t de Student para los pardmetros demograficos: “consumo de
tabaco” y “horas en el corte de cafa”. Se utiliz6 ANOVA para los parametros:

“grupos de edad”, “afecciones en la salud”, “tiempo trabajado en el corte de cafna”.

La prueba U de Mann-Whitney se emple6 para evaluar diferencias entre la actividad
de GST en plasma y los grupos de estudio (expuesto y control), y los pardmetros
“consumo de tabaco” y “horas en el corte de cafia’. La prueba Kruskal-Wallis se
empled para los parametros “grupos de edad”, “afecciones a la salud” y “tiempo en

el corte de cafia”.

Por su parte, los datos de los HAPs presentaron una distribucion no normal, por lo
que se emplearon las pruebas de U de Mann-Whitney para los parametros
demograficos “consumo de tabaco” y “horas en el corte de cafa” y la prueba de
Kruskal-Wallis para los parametros: “grupos de edad” y “tiempo trabajado en el corte

de cafa”.

Finalmente, se realizaron correlaciones de Spearman para detectar relaciones entre
la actividad de los biomarcadores y las concentraciones de los HAPs individuales y
totales. Seguidamente se efectuaron regresiones lineales para observar la relacion
entre los biomarcadores y los HAPs y asi determinar si son estadisticamente

significativos o no.

Todas las pruebas estadisticas empleadas se consideraron con un nivel de

confianza del 95 % (p < 0.05).
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6. RESULTADOS

En total se colectaron 66 muestras de sangre correspondientes a un grupo expuesto
(n= 41) y un grupo control (n= 25) obtenidas en el mes de febrero del 2020. Se
procesaron las 66 muestras para analizar los biomarcadores de estrés oxidativo en

eritrocitos y en plasma, e hidrocarburos aromaticos policiclicos en plasma.

6.1. Biomarcadores de estrés oxidativo

6.1.1. Plasma sanguineo

La actividad de GST en plasma fue detectada en el 92 % (n= 61) de las muestras
con un promedio de 2.4x1023 U/ml (+ 0.71x10°®) en el grupo expuesto y de 1.9x10
U/ml (£ 0.92x103%) en el grupo control. Para el 8% restante de las muestras no se

obtuvieron valores detectables.

6.1.2. Eritrocitos hemolizados

La actividad de catalasa en los eritrocitos hemolizados fue detectada en 100 % de
las muestras con un valor medio de 2,378 U/ml (£ 521.44) en el grupo expuesto y
de 2,465 U/ml (£ 538.83) en el grupo control. Asi mismo, la actividad de GST en los
eritrocitos hemolizados fue detectada en 92 % de las muestras con un promedio de
25.6x10° U/ml (* 14x10®) en el grupo expuesto y de 31.6x1023 U/ml (+ 17.5x10)
en el grupo control. Para el 8 % restante de las muestras no se obtuvieron valores

detectables.
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6.1.3. Actividad de los biomarcadores

Se analizé la relacion de la actividad de los biomarcadores CAT y GST con los
distintos parametros demograficos y entre el grupo expuesto y grupo control.
A groso modo, se observa en los biomarcadores eritrocitarios de acuerdo con los
grupos de edad, mayor actividad de CAT en los adultos mayores del grupo control,
seguido de los jovenes y por ultimo en los adultos. En el caso de la actividad de
GST en eritrocitos, se obtuvo mayor actividad en los adultos del grupo control,
seguido de los adultos mayores y por Udltimo en los jévenes.
La actividad de GST en el plasma del grupo control fue mayor en los adultos,
seguido de los jévenes y finalmente en los adultos mayores (Figura 3).
No obstante, no hubo diferencias significativas entre la actividad de los
biomarcadores y los grupos de edad al igual que tampoco lo hubo con los
parametros “consumo de tabaco” y “afecciones a la salud” (Tabla 2). En el grupo
expuesto, se observa mayor actividad de CAT eritrocitaria en el grupo de los adultos
mayores, seguido de los jovenes y desciende hacia los adultos.
Por su parte, la actividad de GST eritrocitaria fue mayor en los jévenes, seguido de
los adultos y por dltimo en los adultos mayores. Finalmente, la GST plasmatica
presentd mayor actividad en los adultos, seguido de los jévenes y por ultimo en los
adultos mayores (Figura 3). Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre la
actividad de los biomarcadores y los grupos de edad al igual que con los parametros

“tiempo trabajado en el corte de cafa”, “horas trabajadas”, “consumo de tabaco” y

“afecciones a la salud” (Tabla 3).
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Otro andlisis (Tabla 4) realizado entre el grupo expuesto y grupo control, revela que
la actividad de CAT y GST eritrocitaria es mayor en el grupo control, sin embargo,
estas no presentan una diferencia estadisticamente significativa (Figura 4 y 5).
Por su parte, la GST plasmética presenta mayor actividad en el grupo expuesto,
toda vez que se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa con respecto
al grupo control (Figura 6). Adicionalmente, puede observarse que la actividad de

GST en los eritrocitos es mayor que la actividad de GST plasmética.

Tabla 2. Andlisis comparativo de parametros demograficos y actividad de los biomarcadores
de estrés oxidativo en eritrocitos y plasma en muestras del grupo control.

Para p valor
q arametros Grupo control (n=25) CAT GST
emograficos

eritrocitos = eritrocitos

Grupos de edad ] )
(afios) CAT eritro (U/ml) GST eritro (U/ml) = GST plasma (U/ml)
Jovenes
Adultos 2557(+489) 28x10°%(x12x10%)  16x10%x0.3x1%) 0532 ks
A Mayores 2364(+578) 34x10°%(*21x10%)  2.2x10°%(*1.1x10%)
' 2758(+565) 29x10%(+11x10%) = 1.5x107%(+0.3x107%)
Consumo de
SI: 7 (28) 0102¢  0.848
tabaco No: 18 (72)
Respiratorios: 3 (12)
Afecciones a la Piel: -
salud por zafra b Resp. y piel: - 0.343 0.892

Otros: 1)
Ninguno: 21 (84)

Actividad media (desv. estandar)

Frecuencia (Porcentaje)

Analisis comparativo mediante la prueba ANOVA

Anédlisis comparativo mediante la prueba t de Student
Anélisis comparativo mediante la Prueba U de Mann-Whitney
Analisis comparativo mediante la prueba Kruskal-Wallis
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Tabla 3. Andlisis comparativo de parametros demograficos y actividad de los biomarcadores
de estrés oxidativo en eritrocitos y plasma en muestras del grupo expuesto.

Parametros
demograficos

Grupos de edad
(afos)
jévenes
Adultos
AMayores

Tiempo
trabajando en el

corte de cafa

Horas que trabaja
en el corte de

cafia

Consumo de

tabaco

Afecciones a la
salud por zafra

Grupo expuesto (n=41)

CAT eritro (U/ml) GST eritro (U/ml)

2478(+567) 26x10°%(+13x10%)
2200(+491) 24x10°%(+16x10?%)
2597(+247) 22x10°%(+2x10°3)

lab5afos: 11 (26.8)
5a 10 afios: 12 (29.3)
Mas de 10 afios: 18 (43.9)

8 horas: 15 (37)
Mas de 8 horas: 26 (63)

Si: 13 (31.7)
No: 28 (68.3)

respiratorios: 5 (12.2)

Piel: 2(4.9)
Resp. y piel: 2 (4.9)
Otros: 4 (9.7)

Ninguno: 28 (68.3)

Actividad media (desv. estandar)
Frecuencia (Porcentaje)

Analisis comparativo mediante la prueba ANOVA

Anédlisis comparativo mediante la prueba t de Student
Analisis comparativo mediante la Prueba U de Mann-Whitney

GST plasma (U/ml)

2.3x10%(0.6x10%)
2.5x10%(0.8x10%)
2.2x10°%(0.7x10%)

Analisis comparativo mediante la prueba Kruskal-Wallis

CAT

P valor
GST

eritrocitos = eritrocitos

0.170

0.167

0.438

0.837

0.795

0.760

0.132

0.393

0.782

0.510
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0.537

0.183

0.422
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Figura 3. Actividad de CAT y GST en el grupo expuesto y control en funcion a los
grupos de edad.

Adultos
mayores

Tabla 4. Analisis comparativo de la actividad de los biomarcadores de estrés oxidativo en

eritrocitos y plasma en muestras del grupo expuesto y grupo control.

Biomarcadores de EO

CAT eritrocitos (U/ml) 4

GST eritrocitos (U/ml) 4

GST plasma (U/ml) ©

% Actividad mediana (rango intercuartil)/ Actividad media (+std.dev)/Min-Max.

Grupo expuesto
N=41

2,461 (771.50)
2,378.09 (£521.44)
1,248 — 3315

22.7x107 (24x10°®)
25.6x10° (x14x10°%)
4.16x10° - 62.7x10

2.42x10° (0.88x10%)
2.40x103 (+0.71x107?)
1.03x10° - 3.83x10°

Grupo control
N=25

2,523 (903)
2,465.40 (+538.83)
1,386 — 3274

29.1x107 (25x10°®)
31.6x10° (x17.5x10°®)
5.16x10° - 68.06x107

1.49x10° (0.48x107%)
1.95x10°° (+0.92x107%)
0.78x107° - 2.26x10°

® Anélisis comparativo mediante la prueba t de Student

“ Anélisis comparativo mediante la Prueba U de Mann-Whitney

p valor

0.517

0.182

0.008 ©
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CAT eritrocitos (Uiml)
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1000

Grupo expuesto Grupo control
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figura 4. Andlisis comparativo de la actividad de CAT en eritrocitos entre el grupo
expuesto y grupo control. Sin diferencia significativa p =0.517.

60

40

GST eritrocitos (Uiml)

20

Grupo expuesto Grupo control

Grupos

figura 5. Analisis comparativo de la actividad de GST en eritrocitos entre el grupo
expuesto y grupo control. Sin diferencia significativa p =0.182.
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figura 6. Analisis comparativo de la actividad de GST en plasma entre el grupo
expuesto y grupo control. Diferencia significativa en el grupo expuesto p =0.008.
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6.2. Hidrocarburos aromaticos policiclicos

6.2.1. Concentracion de hidrocarburos aromaticos policiclicos en muestras de
plasma

La concentracion de los HAPs se analiz6 en el plasma sanguineo. Siendo el
antraceno y el benzo(b)fluoranteno los HAPs detectados en el 100 % de las
muestras totales con una concentracion promedio de 0.072 pug/ml (+ 0.051) y 0.225
pug/ml (£ 0.141), respectivamente. Seguidamente benzo(a)antraceno (0.055 pg/ml)
(x 0.051), benzo(a)pireno (0.113 pg/ml + 0.119) y benzo(g,h,i)perileno (0.338 pug/mi
+ 0.466) se detectaron en mas del 50 % de las muestras totales.
El Indeno(1,2,3,c,d)pireno se encontré6 en el 48.5 % de las muestras y es el
compuesto con mayor concentracion media en las muestras de plasma (0.367

pug/ml) (£ 0.403) (Tabla 5).
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Tabla 5. Concentracion de HAPs individuales y HAPs totales (ug/ml) analizados en el plasma de las muestras totales, grupo

expuesto y grupo control.

N Muestras totales  Desv. Estandar ~ Grupo Expuesto  Desv. Estandar ~ Grupo Control = Desv. Estandar
pg/ml n=66; Media n=41; Media n=25; Media

Naftaleno 10 0.021 0.020 - - 0.016 +0.011
Acenaftileno 4 0.049 0.052 0.049 +0.052 ND ND

Acenafteno 17 0.056 0.021 0.053 +0.015 0.063 +0.031
Fluoreno 33 0.097 0.046 0.130 +0.021 0.072 +0.036
Fenantreno 12 0.046 0.033 0.033 +0.002 0.050 +0.012
Antraceno 66 0.072 0.051 0.047 +0.038 0.050 +0.014
Fluoranteno 15 0.068 0.052 0.083 +0.048 0.012 +0.015
Pireno 13 0.057 0.020 0.065 +0.027 0.050 +0.008
Benzo(a)antraceno 41 0.055 0.051 0.054 +0.048 0.056 +0.052
Criseno 3 0.194 0.165 0.194 +0.165 ND ND

Benzo(b)fluoranteno 66 0.225 0.141 0.239 +0.168 0.201 +0.079
Benzo(k)fluoranteno 0 ND ND ND ND ND ND

Benzo(a)pireno 47 0.113 0.119 0.099 +0.081 0.063 +0.044
Benzo(g,h,i)perileno 44 0.338 0.466 0.317 +0.482 0.385 +0.444
Dibenzo(a,h)antraceno 10 0.202 0.127 0.195 +0.127 0.212 +0.147
Indeno(123c,d)pireno 32 0.367 0.403 0.380 +0.413 0.172 +0.087
HAPs totales 66 0.965 0.791 1.089 +0.872 0.760 +0.599

ND: Valor No Detectable
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El analisis estadistico de U de Mann-Whitney indicé diferencias estadisticamente
significativas en 5 HAPs entre el grupo expuesto y grupo control (Tabla 6).
En el grupo expuesto se identificaron concentraciones mayores con respecto al
grupo control de fluoreno (0.130 pg/ml £0.021) (Figura 7), fluoranteno (0.083 pg/ml
+0.048) (Figura 10) y benzo(a)pireno (0.099 pg/ml £0.081) (Figura 11).
En el grupo control se encontré6 mayor concentracidbn con respecto al grupo
expuesto de fenantreno (0.050 pg/ml £0.012) (Figura 8) y antraceno (0.050 pg/ml
+0.014) (Figura 9). La concentracion de HAPs totales es estadisticamente
significativa (p=0.011) siendo mayor la concentracion en el grupo expuesto (0.854

pg/ml £0.872) (Figura 12).

Tabla 6. Andlisis comparativo de la concentracién media de HAPs para el grupo expuesto y
grupo control mediante U de Mann-Whitney

HAPs (ug/ml) Grupo expuesto ? Grupo control @ p valor °
Fluoreno 0.130 (0.021) 0.072 (x0.036) <0.001
Fenantreno 0.033 (x0.002) 0.050 (x0.012) 0.017
Antraceno 0.047 (+0.038) 0.050 (+0.014) 0.016
Fluoranteno 0.083 (+0.048) 0.012 (+0.015) 0.009
Benzo(a)pireno 0.099 (+0.081) 0.063 (x0.044) 0.05
HAPs Totales 1.089 (+0.872) 0.760 (+0.599) 0.011

Concentracion media (zstd.dev)

Probabilidad de significancia
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Grupos
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figura 7. Andlisis comparativo de la concentracién de fluoreno en el grupo expuesto y
grupo control. Diferencia significativa en el grupo expuesto p <0.001.
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Figura 8. Andlisis comparativo de la concentracion de fenantreno en el grupo expuesto y
grupo control. Diferencia significativa en el grupo control p = 0.017.
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figura 9. Andlisis comparativo de la concentracidn de antraceno en el grupo expuesto y
grupo control. Diferencia significativa en el grupo control p = 0.016
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Figura 10. Analisis comparativo de la concentracion de Fluoranteno en el grupo
expuesto y grupo control. Diferencia significativa en el grupo expuesto p = 0.009
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Figura 11. Analisis comparativo de la concentracion de Benzo(a)pireno en el grupo
expuesto y grupo control. Diferencia significativa en el grupo expuesto p = 0.05
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y grupo control. Diferencia significativa en el grupo expuesto p = 0.011

Figura 12. Andlisis comparativo de la concentracién de HAPs totales en el grupo expuesto
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Asimismo, en las muestras de plasma del grupo expuesto en funcion al “tiempo
trabajado en el corte de cafia”, presentd una diferencia estadistica significativa en
benzo(a)antraceno. De modo que, los trabajadores de 1 a 5 aflos presentan una
media de 0.028 pg/ml (x 0.038), los trabajadores de 5 a 10 afios tienen una media
de 0.064 pg/ml (£ 0.038), mientras que los trabajadores de mas de 10 afios
presentan un promedio de 0.073 pg/ml (£ 0.059), siendo los trabajadores que llevan
mas de 10 afios quienes presentan mayor concentracion del hidrocarburo (p=0.017;

Figura 13).

0.200

0150

0100

Benzo(a)antraceno (ug/mi)

0.0s50

I 1 I

R —

0.000

1 a5 afos 5a 10 afios mas de 10 afos

Tiempo en el corte de cafia

figura 13. Andlisis comparativo de la concentracion del Benzo(a)antaceno en el grupo
expuesto en funcion al tiempo trabajado en el corte de cafia. Diferencia significativa en el
grupo de trabajadores que llevan mds de 10 afios en el corte de caia p=0.017
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En cuanto al consumo de tabaco y las afecciones a la salud, no se detectaron
diferencias significativas en el grupo expuesto y grupo control con las muestras de

HAPs totales ni con los HAPs individuales.

El andlisis de HAPs en funcién a los “grupos de edad” present6 diferencias
significativas (tabla 7). Como se observa en la tabla, el grupo control no tuvo ninguna
diferencia estadistica entre las edades con los HAPs totales (Figura 15), pero si tuvo
una diferencia significativa con benzo(a)pireno (Figura 14), siendo los adultos
quienes presentan mayor concentracion de este hidrocarburo, seguido de los
adultos mayores y por ultimo en los jovenes. Por su parte, el grupo expuesto,
presento diferencias significativas con antraceno (Figura 16) en los HAPs totales
(Figura 17) siendo el grupo de los adultos quienes presentan mayor concentracion

de los compuestos, descendiendo a los adultos mayores y jovenes.

Tabla 7. Analisis comparativo de la concentracion de HAPs mediante la prueba Kruskal-
Wallis para los grupos de edad.

HAPSs (pug/ml) Grupo control p valor
Jovenes Adultos Adultos mayores
(13-25 afios) (26-59 afios) (>60 aiios)
Benzo(a)pireno 0.031 (£0.017) 0.087 (£0.047) 0.056 (+0.012) 0.037
HAPs totales 0.603 (x0.530) 0.851 (x0.679) 0.835 (+0.111) 0.413

Grupo expuesto

Jovenes Adultos Adultos mayores
(13-25 afios) (26-59 afios) (=60 aios)
Antraceno 0.043 (£0.026) 0.062 (+0.019) 0.061 (+0.005) 0.042
HAPs totales 0.570 (+0.227) 1.151 (+0.742) 1.121 (+0.673) 0.031

Concentracion media (std.dev)
Anélisis comparativo mediante la prueba Kruskal-Wallis
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figura 14. Analisis comparativo de la concentracién de benzo(a)pireno en el grupo control
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funcion a los grupos de edad. Sin diferencia significativa; p=0.413.

figura 15. Analisis comparativo de la concentracion de HAPs totales en el grupo control en
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figura 16. Analisis comparativo de la concentracidn de antraceno en el grupo expuesto en
funcion a los grupos de edad. Diferencia significativa en el grupo de los adultos; p=0.042.
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figura 17. Analisis comparativo de la concentracién de HAPs totales en el grupo
expuesto en funcién a los grupos de edad. Diferencia significativa en el grupo de los

53




6.3. Correlacion entre biomarcadores de estrés oxidativo y HAPs

La asociacion entre biomarcadores y HAPs sugiere que la actividad de CAT

eritrocitaria del grupo expuesto y grupo control, no presentan correlaciones

significativas con algun HAP individual, ni con los HAPs totales (Tabla 8).

Tabla 8. Analisis de correlacion entre la actividad de CAT en eritrocitos y la concentracion

de HAPs.
HAPs totales

Grupo expuesto Rho de Spearman -0.029

P 0.855

N 41
Grupo control Rho de Spearman -0.337

P 0.100

N 25

Rho: Coeficiente de correlacion
P: nivel de significancia
N: nimero de individuos
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La asociacion entre los HAPs individuales y la actividad de GST en eritrocitos
presentaron correlaciones significativas negativas con pireno en el caso del grupo
expuesto (r=-0.829; Figura 18) y una correlacién significativa negativa en el caso del
grupo control con antraceno (r=-0.425; Figura 19). La correlacién entre GST
eritrocitaria de ambos grupos y los HAPs totales no es estadisticamente significativa

(tabla 9).

Tabla 9. Andlisis de correlacién entre la actividad de GST en eritrocitos y la concentracion
de HAPs.

Antraceno Pireno HAPs totales
Grupo Rho de Spearman 0.013 -0.829 0201
SXpuesto 0.935 0.042 0.214
N 40 6 40
Grupo Rho de Spearman -0.425 0.800 -0.294
control P 0.049 0.200 0.184
N 22 4 22

Rho: Coeficiente de correlacion
P: nivel de significancia
N: nimero de individuos
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Figura 18. Correlacién estadistica entre la actividad de GST en eritrocitos del grupo
expuesto y la concentracién de Pireno. Se obtuvo una correlacién significativa negativa

r=-0.829; p=0.042.
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Figura 19. Correlacion estadistica entre la actividad de GST en eritrocitos del grupo
controly la concentracion de Antraceno. Se obtuvo una correlacion significativa negativa

r=-0.425; p=0.049.
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Por su parte, la asociacion entre la actividad de GST plasmatica del grupo expuesto
y los HAPs presenté correlaciones significativas positivas con acenafteno (r=0.833;
p=0.010) (Figura 20), benzo(a)antraceno (r=0.444; p=0.038) (Figura 21) y con
benzo(a)pireno (r=0.427; p=0.053) (Figura 22). Las muestras de GST plasmética
del grupo control no presentaron correlaciones significativas con los HAPs

individuales ni con los HAPs totales (Tabla 10).

Tabla 10. Andlisis de correlacién entre la actividad de GST en plasma y la concentracion de

HAPs.

GST en plasma Acenafteno Benzo(a)antraceno Benzo(a)pireno HAPs totales
Grupo expuesto Rho de 0.833 0.444 0.427 0.201

Spearman

P 0.010 0.038 0.053 0.234

N 8 22 21 37
Grupo control Rho de 0.300 0.164 0.354 -0.052

Spearman

P 0.624 0.558 0.150 0.812

N 5 15 18 23

Rho: Coeficiente de correlacion
P: nivel de significancia
N: nimero de individuos
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Figura 21. Correlacidn estadistica entre la actividad de GST en plasma del grupo expuesto
y la concentracién de Benzo(a)antraceno. Se obtuvo una correlacidn significativa positiva
r=-0.444; p=0.038.
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Figura 22. Correlacién estadistica entre la actividad de GST en plasma del grupo expuesto
y la concentracién de Benzo(a)pireno. Se obtuvo una correlacién significativa positiva

r=-0.427; p=0.053.
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7. DISCUSION

7.1. Biomarcadores de estrés oxidativo

Las condiciones ambientales adversas como la contaminacion del medio,
promueven la activacion de enzimas y proteinas que ayudan a mitigar el estrés
oxidativo en los organismos (Meléndez 2018). Para el caso de los residentes del
ejido de Alvaro Obregén, Quintana Roo, el presente trabajo confirma la actividad de
enzimas antioxidantes empleadas como biomarcadores de estrés oxidativo.
Las enzimas antioxidantes son cruciales para mantener los oxidantes endégenos y
ambientales dentro de los niveles fisiologicos de un organismo. Un desequilibrio en
entre la generacion y eliminacion de especies reactivas puede desencadenar estrés

oxidativo y subsecuentes dafios celulares (Ghio et al. 2012; Corrales et al. 2012).

Con base a los resultados (figura 6), se observa que la actividad de GST plasmética
de los cortadores de cafa, es significativamente mayor con respecto al grupo
control, (2.40x103 U/ml £0.71x102 y 1.95x103 U/ml +0.92x10°3, respectivamente).
Por lo que la diferencia en la actividad de la GST plasméatica en los sujetos
expuestos a los HAPs estaria indicando que sufren mayor estrés oxidativo.
Posiblemente esto se debe a que estan constante y directamente mas expuestos a
los contaminantes debido a sus actividades laborales que implican un mayor
contacto e inhalacién con los HAPs. Comparando este resultado con los obtenidos
por Costa-Amaral y col. (2019) se observa una tendencia similar hacia su grupo

expuesto principalmente a benceno, el cual present6 mayor actividad de GST
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plasmatica con respecto a un grupo control (0.0202 U/ml £0.0179 y 0.0134 U/mi
+0.0041, respectivamente). Esta similar tendencia en el incremento de la GST
plasmatica en el grupo expuesto, puede deberse a que una vez que los HAPs son
biotransformados, la GST actua neutralizando los metabolitos, actuando asi como
una proteina transportadora en el plasma sanguineo, con ello impide la difusién de
los metabolitos hacia otros tejidos y células, favoreciendo finalmente la excrecién
de los metabolitos (Mohanty et al 2014; Sivori 1993). Cabe mencionar que la sintesis
de GST no se produce en el plasma sanguineo, sino que se libera en grandes
cantidades desde el higado, pulmén y/o rifidbn en respuesta a la presencia de los

xenobioticos (Czuczejko 2019).

Por otra parte, la actividad de CAT y GST en los eritrocitos es mayor que en el
plasma. De acuerdo con la literatura, el plasma contiene trazas de GST, mientras
que los eritrocitos presentan mayor proporcion de enzimas antioxidantes (Bocedi et
al. 2019). En este sentido, se observo una tendencia menor hacia el grupo expuesto
con respecto al grupo control en la actividad de la CAT eritrocitaria (2,378 U/ml
+521.44 y 2,465 U/ml +538.83) y de GST eritrocitaria (25.6x10° U/ml +14x103 y
31.6x10° U/ml +17.5x10°3, respectivamente). Sin embargo, la diferencia entre
ambos grupos no es estadisticamente significativa. No obstante, esta tendencia de
menor actividad de CAT y GST eritrocitaria en el grupo expuesto podria indicar una
alteracion en estos antioxidantes, debido a un aumento de las especies reactivas,
las cuales pueden causar la oxidacion de grupos sulfhidrilos de proteinas de la

membrana del eritrocito y la peroxidacion de los lipidos de la membrana del
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eritrocito, asi como oxidar grupos sulfhidrilos de la hemoglobina haciendo que ésta
precipite y se formen los llamados cuerpos de Heinz. De este modo los eritrocitos
pueden sufrir dafios y disminuir su capacidad antioxidante, provocando su eventual
hemadlisis, liberando enzimas al plasma (Terrado et al. 2003; Gutiérrez-Salinas et al.
2009; Kumar et al. 2015; Czuczejko et al. 2019). Asimismo, enzimas antioxidantes
como CAT y GST parecen ser inducibles, es decir, la expresién de estas enzimas
en los eritrocitos esta modulada por los niveles de toxinas circulantes, por lo tanto,
la actividad enzimética representa una respuesta de defensa ante la toxicidad de
los contaminantes pero también implica un “desgaste” o una disminucién en su
capacidad antioxidante, esto, a partir de que, el eritrocito no tiene un ndcleo y no
puede, en consecuencia, sintetizar enzimas, por lo que, en todo caso, la actividad
como mecanismo de defensa de CAT y GST puede disminuir en los eritrocitos ante
un significativo estrés oxidativo (Bocedi et al. 2019). Por lo tanto, se postula que una
menor actividad de CAT y GST eritrocitaria en el grupo expuesto puede asociarse
a un mayor estrés oxidativo en los eritrocitos, mientras que una tendencia de mayor
actividad de CAT y GST observada en el grupo control indicaria una mayor
integridad para los eritrocitos y por consiguiente menor estrés oxidativo (Kumar et

al. 2015).

Por su parte, los parametros demograficos: “grupos de edad”, “consumo de tabaco”,
“tiempo trabajado en el corte de cafa” y “afecciones a la salud”, no presentaron
diferencias significativas en la actividad de CAT y GST en ambos grupos estudiados,

por lo que no se utilizaron los parametros demogréaficos en los analisis de
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correlacion. No obstante, aunque no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de edad en la actividad de CAT y GST, claramente
se observa un comportamiento diferente en el pardmetro de los grupos de edad

(Figura 3).

En primera instancia, la actividad de CAT eritrocitaria de ambos grupos (control y
expuesto), es mayor en los adultos mayores, seguido de los jévenes y mas baja en
los adultos. Mientras la actividad de GST eritrocitaria es mayor en los adultos del
grupo control, seguido de los adultos mayores y por ultimo los jovenes. En tanto que
en el grupo expuesto la actividad es mayor en los jovenes y desciende hacia los

adultos mayores.

Referente a lo anterior, CAT y GST eritrocitaria, tanto en el grupo expuesto como
en el grupo control, se elevo sobre todo en las personas adultas y adultas mayores
y desciende en los jovenes. En algunos estudios se ha observado mayor estrés
oxidativo en personas de mayor edad, asociado con un incremento en la actividad
de CAT en (Kuma et al. 2015; Kumawat et al. 2013; Jiménez-Mora y Rodriguez-
Romero. 2018). De acuerdo con la hipétesis planteada por los autores, las
concentraciones de GSH, GPx y en ocasiones de SOD, se reducen ya que durante
afios trabajan continuamente para neutralizar los superoxidos, el peréxido de
hidrogeno y los hidroperéxidos producidos en mayor cantidad al paso de los afios,
por lo que la actividad de la catalasa puede aumentar cuando el nivel de GPx
disminuye, lo que podria explicar porque en los adultos mayores se observa una

mayor actividad de CAT. Por su parte, la actividad de GST en eritrocitos tiende a
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descender en los adultos mayores posiblemente por la misma disminucion de GSH,
tal como lo plantea Konseko y col. (2012), quienes observaron en una poblacion de
adultos mayores, mayor estrés oxidativo en los glébulos rojos asociado a
concentraciones elevadas de H20:2 e hidroperdxidos organicos, disminuyendo asi la

relacion GSH/GSSG vy la actividad de la GST.

En cuanto a la GST plasmatica, la cual presento significativamente mayor actividad
en el grupo expuesto, se observa una tendencia de mayor actividad en los adultos
y jévenes que desciende hacia los adultos mayores. Algunos estudios han reportado
una correlacion positiva entre la actividad de GST plasmatica y la edad, lo que
sugiere que a mayor edad mayor actividad de GST, esto como un mecanismo
compensatorio en respuesta al decremento de la capacidad antioxidante plasméatica
(decremento de enzimas como GSH y SOD) y al aumento del estrés oxidativo por
el aumento de ERO en los adultos mayores (Kumar e Ibrahim 2010). No obstante,
este escenario se plantea en individuos que estan sanos. En nuestro caso, la
actividad de GST plasmatica tiene una tendencia que decrece hacia los adultos
mayores. Esta tendencia se ha observado en estudios de individuos que presentan
toxicidad cronica (Loguercio et al. 1998), postulando que el GSH ayuda a estabilizar
la GST, quiza protegiéndola de las lesiones provocadas por los electrofilos toxicos.
Sin embargo, la relacion entre la concentracion de GSH y la expresion de la GST
es discutible. Por lo tanto, para nuestro estudio, se postula que, ante el posible

decremento de la capacidad antioxidante en los adultos mayores del grupo expuesto
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y la directa y prolongada exposicion a los HAPs explicaria porque decrece la

actividad de GST plasmética en este grupo etario.

7.2. Hidrocarburos arométicos policiclicos

Los resultados de HAPs en las muestras de plasma en ambos grupos se reportan
en la tabla 5, se observan diferentes concentraciones de HAPs en el grupo expuesto
y control. Por ejemplo, el grupo expuesto presenta dos compuestos que no son
detectables en el grupo control: acenaftileno y Criseno. De acuerdo con Lu y col.
(2008), aquellos compuestos de 5 y 6 anillos provienen de fuentes externas a las
residenciales, tales como vehiculares. Criseno, por ejemplo, generalmente es
emitido tanto por la combustion de diésel como por combustién de gas natural. En
este caso, los camiones de carga de cafia emplean diésel para su funcionamiento,
por lo que podrian asociarse a una fuente potencial de Criseno para los cortadores
de cafia. Por su parte, el acenaftileno, que tiende a estar en mayor concentracion
en la fase gaseosa se ha encontrado comunmente en fuentes agricolas. EI 80-90 %
de los HAPs emitidos por la quema de biomasa son HAPs de bajo peso molecular,
incluidos naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno y antraceno. No
obstante, la emisibn de HAPs puede incrementar al aumentar la temperatura de
combustién, emitiendo tanto HAPs de bajo peso molecular como de alto peso

molecular (Lu et al. 2009; Chirino et al. 2015).

Asimismo, se observaron diferencias en el patrén de acumulacion de HAPs por

grupo. En el grupo control se observd una mayor concentracion media de
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acenafteno, fenantreno, antraceno, benzo(a)pireno, benzo(ghi)perileno vy
dibenzo(ah) antraceno. Mientras que en el grupo expuesto se observé mayor
concentracion de fluoreno, fluoranteno, pireno, benzo(b)fluoranteno) e
indeno(123cd) pireno. En este caso, en ambos grupos destacan HAPs de 3 a 6
anillos, lo que podria indicar que ambos se encuentran expuestos a fuentes de
combustion de biomasa, aunque en el caso del grupo expuesto, predominan los
HAPs de alto peso molecular, por lo que posiblemente influyan fuentes como la
quema de biomasa de la cafia de azlcar y la emision de vehiculos como camiones

cafieros, mientras que en el grupo control podrian influir fuentes residenciales.

Los HAPs que presentaron diferencia significativa entre los dos grupos estudiados
corresponden principalmente a benzo(a)pireno, (HAP del grupo 1, considerado
carcinogeno para el ser humano); benzo(a)antraceno, (perteneciente al grupo 2B,
posiblemente carcinogénicos para los humanos, pero con evidencias no
concluyentes); y antraceno, fluoreno, fluoranteno y fenantreno (pertenecientes al
grupo 3, actualmente no hay ninguna prueba de que cause cancer a los humanos).
Si bien algunos HAPs no metabolizados pueden no tener efectos toxicos, una de
las principales preocupaciones es la capacidad de sus metabolitos reactivos, como
los epoxidos y los dihidrodioles, de unirse a las proteinas celulares y al ADN, asi
como las alteraciones bioquimicas y los dafos celulares resultantes en mutaciones,
malformaciones en el desarrollo, tumores y cancer (IARC 2010; Quijano et al 2015;

Rengarajan et al 2015)
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También se obtuvo una concentracion media de HAPs totales de 1.089 pg/ml (x
0.872) en el grupo de cortadores de cafia y una concentraciéon media de 0.760 pg/ml
(£ 0.599) en el grupo control. Algunos estudios referente a la presencia de HAPs en
plasma, como el de Naufal y col. (2010), reportan concentraciones medias de 0.217
pg/ml (£ 0.027) y 0.159 pg/ml (£ 0.023), en un grupo expuesto y un grupo control,
todos varones y habitantes de Shanxi, una comunidad rural de China. Comparando
las concentraciones de HAPs de ambos estudios, se observa una mayor
concentracion de los contaminantes en los grupos estudiados en este trabajo.
Posiblemente dichas diferencias se deban al tipo de fuente al que se encuentra
expuesto cada grupo estudiado o a las estaciones temporales. Pues, por un lado,
los grupos estudiados en Shanxi se encuentran sobre todo expuestos a la
combustion de carbon en interiores, el cual parece ser la principal fuente de
exposicion a los HAPs. A diferencia de los cortadores de cafia de nuestro estudio,
quienes, debido al trabajo fisico, el cual suele exigir una elevada tasa de ventilacion,
se encuentran expuestos a una cantidad potencialmente mayor de particulas
inhaladas, ademas de la deposicidon de las particulas sobre la piel durante el corte
de la cafa (Prado et al. 2012). En cuanto al grupo control, si bien, este grupo no
esta en contacto directo con las plantaciones quemadas, es posible que se
encuentren principalmente sujetos a la contaminacion ambiental proveniente de
fuentes como la combustion incompleta de combustibles fosiles (gas, petrdleo, etc.)
y/o de otros materiales organicos (madera, carbén, etc.), asi como de emisiones de
vehiculos como los camiones cafieros que circulan por todo el ejido (Martinez-
Salinas et al. 2010; Zuki 2012; Prado et al. 2012; Sanchez-Palencia et al. 2015).
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El analisis de HAPs en funcién a los parametros demograficos como los “grupos de
edad” y “tiempo en el corte de cafia” resultan sumamente importantes para
monitorear si existe acumulacion de estos contaminantes tras una exposicion
prolongada en una poblacion. Ademas, estos contaminantes se consideran toxicos,
persistentes, bioacumulables y lipofilicos, por lo que pueden llegar a almacenarse

en los lipidos durante mucho tiempo (Quin et al. 2011).

Especificamente en el grupo expuesto, se observd que las personas que llevan
trabajando mas de 10 afios en el corte de cafa, presentan significativamente mayor
concentracion de benzo(a)antraceno (0.073 pg/ml £0.059). También se observo una
tendencia mayor en la concentracion de HAPs totales, aunque sin diferencia
significativa. Asimismo, el analisis en funcion a los grupos de edad indico que el
grupo de adultos (26 a 59 afios) presenta una concentracion mayor significativa de
antraceno (0.062 pg/ml £0.019), seguido de los adultos mayores y en menor
concentracion en los jovenes. Cabe sefalar que el 73 % de los adultos llevan
trabajando mas de 10 afios en el corte de cafa. Esta presencia significativa de HAPs
en los adultos y adultos mayores con mas de 10 afios trabajando en el corte de
cafa, posiblemente se deba a factores fisiologicos por la edad, poseen mas tejido
adiposo por lo que los compuestos liposolubles logran acumularse en mayor
medida, también la funcion renal y hepatica tiende a disminuir por lo que presentan
menor actividad en las enzimas CYP450 (metabolizadoras de los HAPS) (Silbergeld
et al. 1998; Alvariza et al. 2010; Tur 2012). No obstante, el analisis de correlacion

entre la edad y la concentracién de HAPs no fue significativa, por lo que, la falta de
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dependencia entre la edad y las concentraciones de HAPs sugieren que la
presencia del contaminante depende principalmente del metabolismo y la

eliminacion de estos compuestos del cuerpo humano (Hyo-Band et al. 2011).

Un estudio realizado por la WWF (2005) en el que se analizaron muestras de sangre
de trece miembros de familiares en diferentes paises en la Unién Europea para
identificar sustancias quimicas persistentes y bioacumulables mostré6 que el
diclorodifenildicloroetileno (p,p'-DDE), una sustancia persistente al igual que los
HAPs, era detectable en muestras de sangre de tres generaciones, siendo la mayor
concentracion detectada en las abuelas, las cuales tenian concentraciones 2 veces
superiores a las de las madres. La menor concentracion se encontro en los hijos.
De igual forma, Harrad y Porter (2007) reportaron en su estudio que el grupo de
edad de entre 41 a 50 afios presentd mayores concentraciones de éteres de difenilo
polibromados (PBDE), seguidamente de las mujeres de entre 20 y 40 afios, aunque
sin correlaciones significativas entre la edad de los participantes y la concentracion
de PBDE. Esta tendencia en los estudios, podria sugerir que los compuestos
organicos persistentes como los p,p'-DDE, PBDE o los HAPs, tienden a presentarse
en mayor concentracion en las personas adultas y adultas mayores, probablemente
dado los diversos aspectos fisiolégicos que poseen a su edad y a los tiempos

prolongados de exposicion (Hyo-Band et al. 2011; Qin et al. 2011).

69



7.3. Correlacion biomarcadores de estrés oxidativo y HAPs

De acuerdo con los resultados, la CAT eritrocitaria no presentd correlaciones
significativas con los HAPs individuales y totales, mientras la GST eritrocitaria y

plasmatica presentaron correlaciones significativas con algunos HAPs individuales.

El coeficiente de correlacion indic6 en las muestras del grupo expuesto, una
asociacion entre la GST plasmatica con algunos HAPs. Se obtuvo una correlacion
significativa entre la actividad de GST plasmatica y acenafteno (r=0.833 p=0.010;
figura 20), benzo(a)antraceno (r=0.444 p=0.038; figura 21), benzo(a)pireno (r=0.427
p=0.053; figura 22). La correlacion entre la GST plasmatica con los HAPs totales no
fue significativa (p=0.234) (tabla 10). En el caso del acenafteno (HAP de bajo peso
molecular) su concentracidén puede estar mediada por la matriz en donde fue medido
(plasma) y debido a sus caracteristicas fisicoquimicas, particularmente a su mayor
solubilidad (debido a su bajo peso molecular), en comparacién con otros HAPS lo
cual podria traducirse en su elevado nivel en sangre (Singh et al. 2008). Mientras
que benzo(a)antraceno y benzo(a)pireno, no presentan una correlacion tan alta con
la GST plasmatica, pues al ser HAPs de mayor peso molecular poseen menor

afinidad a medios acuosos y mayor afinidad a tejidos ricos en lipidos.

En cambio, la GST eritrocitaria del grupo expuesto presentdé una correlacion
negativa con Pireno (r=-0.829, p= 0.042), esta correlacién considerada moderada,
posiblemente se dio debido a que pireno, es un HAP de alto peso molecular (de
fuente potencialmente por la quema de cafa), por lo que presenta mayor afinidad

hacia la membrana lipidica del eritrocito. A diferencia del grupo control que presenté
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una correlacion débil con Antraceno (r= -0.425, p= 0.049), HAP de bajo peso
molecular (de fuente potencialmente residencial), por lo que posee una propiedad

de mayor de solubilidad y menor “adherencia” a la membrana de eritrocitos.

La actividad negativa obtenida en los eritrocitos, podria indicar que a medida que la
concentracion de un hidrocarburo es mayor, la actividad de la GST disminuye, pues
como se menciono anteriormente, los eritrocitos contienen una cantidad de enzimas
“finitas”, las cuales estan moduladas por los niveles de contaminantes toxicos
circulantes, por lo que la actividad de la GST eritrocitaria representa una respuesta
de defensa ante la toxicidad del contaminante, aunque esta implique una
disminucidén en su capacidad antioxidante (correlacion negativa), al no poderse

sintetizar en el eritrocito (Kumar et al. 2015; Czuczejko et al. 2019).

Asimismo, la accién de la GST para eliminar xenobio6ticos de un organismo se debe
principalmente a que la GST esta estructuralmente compuesta por un dominio de
unién a GSH (dominio N-terminal o dominio | o sitio G) y un dominio hidrofébico de
union a sustratos (dominio C-terminal o dominio Il o sitio H). El sitio H, tiene una
gran variabilidad y distintas propiedades fisicoquimicas como la forma y la
hidrofobicidad. Ademas, en este sitio existen isoenzimas de GST que poseen una
secuencia especifica que reconoce a los HAPs para su posterior eliminacion (Dasari

et al. 2018).

Otros investigadores han observado que los HAPs especialmente de alto peso
molecular pueden mostrar mayor selectividad hacia la GST. En un trabajo realizado

por Pushparajah y col (2008), se estudi6 la relacion entre la GST y 6 HAPs
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(benzo(a)pireno, fluoranteno, benzo(b)fluoranteno, dibenzo(a,l)pireno,
Dibenzo(a,h)antraceno y 1 metilfenantreno), siendo benzo(b)fluoranteno,
benzo(a)pireno y dibenzo(a,h)antraceno los HAPs (de alto peso molecular) que
estimularon un aumento en la expresion génica de la GST. De acuerdo con estos
autores, los HAPs de alto peso molecular resultan ser los mejores ligandos para el
receptor de hidrocarburos de arilo (Ah) y los inductores mas potentes del CYP450y
GST, lo que plantea la posibilidad de que el tamafio molecular sea un factor
importante y poderoso en la evolucion del mecanismo de induccion de la GST

(Gowland et al. 2008; Pushparajah et al. 2008; Vazquez-Gomez et al. 2016).

Cabe mencionar, que ademas de los HAPs, existen otros factores y contaminantes
que no fueron considerados en este estudio y que pueden estar contribuyendo al
estrés oxidativo. Dado que el sitio de estudio es una zona con vasta actividad
agricola y ganadera, podrian considerarse fuentes de contaminacion como el
ingenio azucarero, los motores de los automoviles y camiones cafieros, la quema
de materia organica, fertilizantes y plaguicidas, los cuales emiten contaminantes
como el ozono, 6xidos de azufre, dioxido y mondxido de carbono, Oxidos de
nitrogeno y metales pesados en el caso de los plaguicidas, los cuales han sido
también asociados al estrés oxidativo (Yang y Omaye 2009; Romieu et al. 2008;

Broberg et al. 2017).
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7.4. Fuentes potenciales de HAPs

Los HAPs se distribuyen de forma ubicua en diversas matrices ambientales, tanto
por procesos naturales (diagénesis de la materia organica, sintesis vegetal,
incendios forestales y de praderas, volcanes, etc.), como antropogénicos (quema
de combustibles fosiles, combustion incompleta de materia organica, pirélisis de
petréleo, incineracion, etc.), siendo la actividad humana la fuente que mas
contribuye a las emisiones de los HAPs. Asimismo, los HAPs pueden tener un
origen petrogénico, cuando son componentes del petréleo; pirogénico, cuando
resultan de la quema incompleta de materia organica y combustibles fésiles; o
incluso de origen biogénico atribuido a las fuentes naturales (Yunker et al. 2002;
Wang et al. 2011). Generalmente, la fuente pirogénica desencadena altos
porcentajes de HAPs de 4 o mas anillos, mientras que el origen petrogénico, esta
caracterizado por la presencia de HAPs con 3 0 menos anillos (Benner et al. 1990;
Sanchez-Palencia et al. 2015).

En este estudio, de acuerdo con el andlisis de HAPs individuales, se observa en las
muestras de plasma del grupo expuesto, una mayor tendencia en la concentracion
de indeno(123cd)pireno, benzo(b)fluoranteno y benzo(ghi)perileno. En las muestras
del grupo control también se observa mayor tendencia de benzo(ghi)perileno y
benzo(b)fluoranteno (figura 23). Lo que sugiere una presencia mayor de HAPs de 5
y 6 anillos en ambos grupos (figura 24). La predominancia de los HAPs de mas de
4 anillos se asocia a sus propiedades de mayor afinidad lipofilica, toxicidad y
persistencia, que son mas elevados cuanto mayor es el nimero de anillos de la
molécula. Mientras que la menor contribucion de los HAPs de 3 anillos 0 menos,
estd en consonancia con su alta volatilidad y mayor solubilidad en el medio
(Maliszewska-Kordybach et al. 2009; Zambrano et al. 2012).
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Figura 23. Concentracion total de HAPs individuales (ug/ml) en muestras de plasma del
grupo expuesto y grupo control
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Figura 24. Concentracion media de HAPs (ug/ml) con base al nimero de anillos, en muestras
de plasma del grupo expuesto y grupo control.
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Para identificar las diferentes fuentes de contaminacion por HAPs en las muestras
de plasma, se calcularon cuatro indices moleculares: FIA / (FIA + Py), Ant / (Ant +
Phe), BaA / (Chry + BaA) y IP /(IP + Bghi) (Yunker et al. 2002; Guo et al. 2007; Wang

et al. 2011; Peng-Hui et al. 2015).

Segun el estudio de Yunker y colaboradores (2002), la relacion FIA/(FIA+Py) inferior
a 0.4 implica a las fuentes petrogénicas no quemadas Yy la relacion superior a 0.5
indica la combustion de carb6n y madera; mientras que, una relacion entre 0.4y 0.5

indica las fuentes de combustion de combustibles fésiles liquidos.

Para IP / (IP + Bghi), la relacion inferior a 0.2 sugiere fuentes petrogénicas no
quemadas, la relacién entre 0.2 y 0.4 indica fuentes de combustion de combustibles
fosiles liquidos y la relacion superior a 0.5 indica la contribucién de la combustion

de biomasa vegetal (Guo et al. 2007).

Para el indice Ant / (Ant + Phe), una relacion inferior a 0.1 indica las fuentes
petrogénicas no quemadas y una relacion superior a 0.1 indica fuentes de

combustion de biomasa vegetal (Yunker et al. 2002).

Finalmente, la relacién de BaA / (Chry + BaA) superior a 0.35 indica contribuciones
de fuentes por combustidon de biomasa vegetal, mientras que la relacién inferior a

0.2 indica fuentes petrogénicas no quemadas (Yunker et al. 2002).

Con base en los resultados del analisis de los indices moleculares se observa que

los HAPs detectados en las 41 muestras de plasma del grupo expuesto provienen
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de la combustion de la biomasa vegetal, al mismo tiempo 9 casos de este mismo
grupo provienen de la combustion de petréleo y 1 caso proviene de una fuente
petrogénica no quemada. En el caso del grupo control, se observa que el
100 % de los HAPs en las muestras de plasma provienen de la combustién de la

biomasa vegetal (figura 24 y 25).

Cabe recordar que en la mayoria de los ejidos del rio Hondo, las principales fuentes
pirogénicas provienen de la quema de vegetacion que prepara los suelos para la
siembra y cosecha, asi como la quema de la cafia durante la produccion de azlcar
en el ingenio cafiero San Rafael de Pucté. Adicionalmente ocurre la combustion de
diésel y gasolina de vehiculos que circulan en la zona, como lo son vehiculos
particulares, camiones caferos u otros vehiculos motorizados. A su vez, las fuentes
petrogénicas podrian provenir de derivados del petréleo que estarian entrando al
ambiente en fase gaseosa (por evaporacion) y particulada (deposicién), y en fase
liquida por derrames de crudo de las diversas actividades de los asentamientos
humanos de ambas riberas del rio Hondo e incluso por aportaciones de la ciudad

de Chetumal (Alvarez-Legorreta 2014).
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Figura 25. Origen de los HAPs en plasma de humanos del rio Hondo, con base a los
indices moleculares An/(PhA+An) y FIA/(FIA+Py).
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8. CONCLUSIONES

La actividad de GST plasmaética indica que existe mayor estrés oxidativo en
los cortadores de cafia con respecto al grupo control, del ejido Alvaro
Obreg6n, Quintana Roo, asociado a la exposicién a los HAPs por quema

vegetal.

Los HAPs de alto peso molecular predominaron en el grupo expuesto, por lo
que posiblemente influyan fuentes como la quema de biomasa de la cafa de

azucar y la emision de vehiculos como camiones de carga de cafia.

La correlacion entre GST plasmética con acenafteno, benzo(a)antraceno y

benzo(a)pireno, podria asociarse al estrés oxidativo del grupo expuesto.

El analisis de indices moleculares sugiere que los HAPs detectados en las
muestras de plasma del grupo expuesto provienen sobre todo de la
combustién de la biomasa vegetal potencialmente asociada a la quema de
cafia de azucar, mientras que los HAPs de las muestras del grupo control
son emitidos por la combustién de la biomasa vegetal potencialmente de

indole residencial.
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9. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar mas estudios que comprendan la temporada antes
de la cosecha y durante la cosecha para determinar si el estrés oxidativo por

exposicién a los HAPs es aguda o crénica.

Se sugiere incorporar un analisis de componentes principales para fortalecer

las correlaciones entre biomarcadores y HAPs.

Se recomienda estudiar de manera conjunta otros compuestos
contaminantes, tales como los agroquimicos (fertilizantes y plaguicidas), los
cuales segun estudios también presentan wuna relacion con el

desencadenamiento del estrés oxidativo.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Encuesta para el grupo expuesto

1. Nombre

2. Lugar de origen

3. Edad

4. Peso

5. ¢ Hace cuanto tiempo que trabaja en el

corte de cana?

a) menos de 1 afio b) de 1 a5 afios ¢) mas de 5 afios

6. ¢ Qué actividades agricolas realizas

antes de la zafra?

7. ¢Cuantas horas trabaja en el corte de | a) 4 horas b) 8 horas c¢) mas de 8 horas

cana?

8. ¢ Cuando trabaja en el campo a) Si b) No

acostumbra comer ahi o cerca de éI?

9. ¢ Utiliza equipo de proteccion para el a) Siempre  b) Algunas veces ¢) Nunca

corte de cafna?

10. ¢ Que equipo utiliza para protegerse? | a) Guantes b) Traje especial ¢) Mascarilla
d) Pantalon e) Camisa de manga larga

f) Lentes o gafas @) Botas h) Gorro especial

i) Sombrero j) Otros

11. ¢Fuma?

a) Si, que tiempo lleva fumando b) No

12. ¢;Durante sus jornadas laborales
presenta sintomas como irritacion en la

piel o de caracter respiratorio?

a) piel

b) respiratorio
c) Otros
d) No

13. Especifique los sintomas

14. ¢ Cuenta con alguna enfermedad

diagnosticada?

a) Si, mencione cual
b) No
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Anexo 2. Encuesta para el grupo control

1. Nombre

2. Lugar de origen

3. Edad

4. Peso

5. ¢ Hace cuanto tiempo que reside en el

ejido Alvaro Obregén?

6. ¢, Cudl es su oficio u ocupacion?

7. ¢ Fuma? a) Si, que tiempo lleva fumando b) No
8. ¢ Al cocinar utilizan fogdn en su casa? | a) Si b) No
9. ¢ Durante la temporada de zafra a) piel
presenta sintomas como irritacioén en la b) respiratorio
piel o de caracter respiratorio? c¢) Otros
d) No

10. Especifique los sintomas

11. ¢ Cuenta con alguna enfermedad

diagnosticada?

a) Si, mencione cual

b) No
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Abstract

Objective. The nonmechanized harvesting
of sugarcane, preceded by burning,
exposes workers and inhabitants of the
ejido to high concentrations of pollutants
such as polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHS). This study aimed to evaluate
oxidative stress markers in sugarcane
workers and in the inhabitants of Alvaro
Obregon, an agricultural ejido of Quintana
Roo, Mexico, during the harvest period
and to evaluate the exposure of the
population to PAHs. Sugarcane workers
and healthy volunteers were evaluated
through an informative questionnaire and
through the measurement of two
biomarkers of oxidative stress: catalase
(CAT) and glutathione S-transferase
(GST) in plasma and erythrocytes.

Methodology. A total of 66 volunteers
participated in the study. For the analysis
of oxidative stress biomarkers, detection
by spectrophotometry was used, and gas
chromatography with flame detection was
used for the analysis of PAHS.

Results. The erythrocyte and plasma CAT
and erythrocyte GST enzymes were not
significantly  different  between the
exposed group and the control group.
Plasma GST was significantly different in
the exposed group vs. the control group
(2.40x10-3 U/ml £ 0.71x10-3 vs.
1.95x10-3 U/ml £ 0.92x10-3), confirming
greater oxidative stress in the exposed
group. Likewise, significant correlations
were seen between the plasma GST
activity of the exposed group and the
levels of acenaphthene, benzo [a]
anthracene, and benzo [a] pyrene. The
erythrocyte GST of the exposed group
showed a negative correlation with pyrene,
and the erythrocyte GST of the control
group showed a negative correlation with
anthracene. The analysis of molecular
indices suggested that the PAHs detected
in all 41 plasma samples of the exposed
group came from the combustion of plant
biomass; eight of them also had PAHS in
their plasma that came from the
combustion of liquid fossils; and one from
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an unburned petrogenic source. In the
control group, 100% of the PAHs seemed
to come from the combustion of plant
biomass.

Conclusion. As shown by the activity of
GST, there is greater oxidative stress in
cane cutters than in a control group of the
Alvaro Obregén ejido, Quintana Roo,
associated with exposure to PAHs from
plant burning.

Key words: Oxidative stress, PAHS,
Biomarkers, Plasma, Erythrocytes.

Introduction

In Mexico, sugarcane is cultivated in 22
states in both the southeast and northeast,
exceeding 800 thousand hectares of land.
The state of Quintana Roo, located to the
south of the Mexican Peninsula, belongs to
one of the sugar agroindustrial regions of
the southeast of the country along with
Campeche, Tabasco, and Chiapas.
Currently, sugarcane is still harvested
manually. Approximately 1,134 cane
cutters work to harvest it each year for the
San Rafael de Pucte sugar mill, located in
the municipality of Othén P. Blanco,
Quintana Roo (Garcia-Ortega 2016;
SAGARPA 2017; CONADESUCA 2019).
This nonmechanized harvesting process is
usually preceded by a preparation stage
that consists of burning the sugar cane one
day before its harvest to remove the leaves
from the stems and facilitate the cutting
process. However, this method of plant
burning is responsible for the emission of
polluting compounds such as polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) (Prado et

al. 2012; Zhou and Levy 2007). These
compounds are associated with several
negative effects on the health of exposed
populations, either by inhalation, dermal
exposure, or even ingestion. PAHs can
induce toxicity in the body by interfering
with the functions of cellular components
and lead to the overproduction of reactive
oxygen species and the subsequent
induction of oxidative stress associated
with multiple diseases (Elejalde 2001,
Meléndez et al. 2016).

A tool to evaluate the oxidative stress
caused by PAHSs is biological markers
(Cancado et al. 2006; Prado et al. 2012).
The activities of antioxidant enzymes such
as superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT), and glutathione S-transferase
(GST) have been implemented as
biomarkers of oxidative stress in a wide
variety of studies and organisms for
monitoring and ecotoxicological
evaluation. Therefore, in this study,
oxidative stress and its possible influence
associated with exposure to PAHSs
generated by the burning of sugarcane in
the harvest season were evaluated by
measuring the activity of the CAT and
GST enzymes in erythrocytes and plasma
of sugarcane cutters and a control group,
all inhabitants of the Alvaro Obregén
ejido, Quintana Roo.

Methodology
Study area

The study was carried out in the Alvaro
Obregon sugarcane ejido, Quintana Roo, a
town of 2,841 inhabitants located on the
banks of the Hondo River (INEGI 2020)
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(Figure 1). This ejido is considered one of
the primary sugarcane production sites in
the municipality of Othén P. Blanco. It is
location at around 18° 17" north latitude
and 88° 39" west longitude, 58 km from the
capital of the state of Quintana Roo. In
2020, the harvest season in the San Rafael
de Pucté mill was estimated to go from
January 2 to May 30 (CONADESUCA,
2020).

Population study

In the ejido of Alvaro Obregon, like other
ejidos on the banks of the Hondo River,
work is done annually in the sugarcane
fields during the harvest season. This study
included sugarcane workers and a control
group from the ejido. The participants
were males from 13 to 76 years old, and all
were invited to participate in the study by
prior presentations to the ejido authorities,
leaders, and sugarcane groups. The first
group included exposed individuals, 41
volunteers in all, who were residents of the
ejido and sugarcane workers who
participated in the full cycle work of
sugarcane farming, which included
planting, fumigation, and harvesting
activities. In the control group, 25
volunteers participated, also residents of
the ejido, who worked as welders, drivers,
nurses, butchers, merchants, mechanics,
farmers, and students.

Sample collection

A total of 66 samples were collected from
the volunteers. The sampling of the group
of cane cutters was performed on two
days. The first sampling was done at the
work site, which corresponded to one of

the cane fields referred to as “La Ceiba”.
The second sample was taken a week later,
a few meters from the site of the cut. Both
measurements were taken at the end of the
workday with the help of medical
personnel. For the control group, the
volunteers were summoned to the health
center of the ejido, and other samples were
taken in the homes of the volunteers.
These samples were taken on a single day,
one week after the collection of samples
from the exposed group. Approximately 6
ml of blood was taken by venipuncture
with the Vacutainer system in tubes with
EDTA. Once the blood was obtained, it
was carefully mixed by inversion, labeled
according to a marking code, transferred to
the laboratory, where it was stored at -
20°C.

Laboratory tests

Once in the laboratory, the blood samples
were centrifuged at 3000 RPM for 15 min.
A 0.1-ml sample was taken from the cell
packet and transferred to a 2-ml Eppendorf
tube. These samples were stored at -20°C
until their respective analyses. The plasma
was separated into two aliquots: 0.1 ml for
the analysis of biomarkers by
spectrophotometry and 1.5 ml for the
analysis of PAHs by gas chromatography.
Aliquots were stored at -20°C until
analysis. All materials were previously
washed with acidic solutions (5% HNO3
and 1 N HCI), phosphate-free detergent
(neutral EXTRAN) in a 1:1 solution, and
ultrapure water. HPLC-grade solvents
were used for the entire analytical process.
All the material was allowed to dry for at
least 24 hours and was stored until the
respective analysis.
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CAT & GST analysis in erythrocytes and
plasma

For the analysis of plasma GST, the
spectrophotometric method of Habig et al.
(1974) was used. After the samples were
thawed at room temperature, 50 pl of
plasma and 450 pl of buffer solution
(potassium phosphate pH = 6.5, 1 M)
(dilution factor 1:10) were added to an
Eppendorf tube and homogenized. The
reaction solution consisted of buffer, GSH
enzyme (L-glutathione reduced Sigma-
Aldrich®) and the reactant 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB). For reading,
polyacrylate microplates received 100 pl
of plasma and 200 pl of reaction solution.
The activity of the biomarker was read in
a Genesys 10 pV  Thermo®
spectrophotometer at an absorbance of 340
nm. Its activity was expressed in
nmol/min/ml.

For the analysis of biomarkers in
erythrocytes, once the plasma was
removed from the Vacutainer tube, a
sample of 0.1 ml was taken from the cell
packet and transferred to a 2-ml Eppendorf
tube. These samples were stored at -20°C
until analysis. After thawing the samples at
room temperature, 1 ml of ultrapure water
was added, and each tube was centrifuged.
At this point, two phases were obtained:
hemolyzed erythrocytes and hemolyzed
erythrocyte  membranes known as
“ghosts”. The ghosts were separated from
the hemolyzed erythrocytes. For the CAT
analysis, the method of Aebi (1984) was
used. Four microliters of hemolyzed
erythrocytes were taken and placed in an
Eppendorf tube along with 996 ul of buffer
(dilution factor 250). For the reading of the

biomarker, 200 ul of hemolyzed
erythrocytes and 100 pl of reaction
solution were added to acrylic microplates.
For GST, the method of Habig et al. (1974)
was followed. Ten microliters of
hemolyzed erythrocytes were added to an
Eppendorf tube together with 990 ul of
buffer (dilution factor 100). To read the
biomarker, 100 pl of the hemolyzed
erythrocyte aliquot and 200 pl of reaction
solution were added to polyacrylate
microplates.

Analysis of PAHSs in blood and plasma

PAHs were extracted, identified, and
quantified in  the  Environmental
Biotechnology Laboratory of El Colegio
de la Frontera Sur (ECOSUR), Chetumal
Unit. A total of 16 PAHs were analyzed
because they have considerable toxicity
with negative impacts on health and have
also been evaluated more frequently in
pollutant surveillance programs (Gonzéalez
2015). For the extraction of PAHSs, the
method of Pleil et al. (2010) was used with
some modifications. Basically, the
technique consisted of preparing an
extraction medium with
hexane/dichloromethane (80/20), placing
10 ml of the medium in 10 ml tubes and
adding 1 to 1.5 ml of plasma, followed by
vortexing for 20 seconds. The samples
were agitated for 40 min on a rocker
platform and centrifuged at 3000 rpm for 5
min at -20°C. The samples were
transferred to 12 ml tubes and finally
evaporated to dryness with a stream of
ultrapure nitrogen gas.
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For the identification of the analytes, the
samples were reconstituted with hexane,
and then 1 pl of sample extract was
injected into an Agilent model 7890A gas
chromatograph with a flame ionization
detector and an HP-5 capillary column
(30-m length x 0.320-mm i.d. X 0.25-um
film thickness). The temperature program
was as follows: initial temperature 90°C (2
min), heating to 180°C at a rate of
10°C/min, and heating to 300°C at a rate
of 6°C/min for 15 min.

For the identification of PAHSs, a standard
(SUPELCO EPA-610) with a mixture of
16 compounds was used (Alvarez-
Legorreta, 2014). The detection limit was
0.08 to 0.125 pg/ml. Blanks were run with
each series of processed samples. All
solvents used were HPLC grade. The
results are presented in pg/ml of plasma.
Of the analyzed samples, no replicas were
made because there was not enough
sample volume.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with
the IBM SPSS Statistics program version
25. Initially, the Kolmogorov-Smirnov test
was used to verify the distribution of the
data. Comparative analyses of CAT and
GST in erythrocytes were performed with
parametric tests, while the analysis of
plasma GST was performed with
nonparametric tests. Likewise, for the
PAHSs, the nonparametric Mann-Whitney
U and Kruskal-Wallis tests were used. All
statistical tests used were interpreted with
a confidence level of 95% (p < 0.05).

Results and Discussion

Biomarkers of oxidative stress

The plasma GST activity of the cane
cutters was significantly higher than that
of the control group (2.40%10-3 U/ml +
0.71x10-3 and 1.95%10-3 U/ml £ 0.92x10-
3, respectively) (Figure 2). This difference
indicated that the exposed group suffered
greater oxidative stress, possibly because
they were constantly and directly exposed
to pollutants in their work activities. In the
study by Costa-Amaral et al. (2019), a
similar trend was observed in the group
exposed mainly to benzene, who presented
higher plasma GST activity than the
control group (0.020 U/ml £ 0.017 and
0.013 U/ml + 0.004, respectively). This
similar trend in the increase in plasma GST
in the exposed group may be because once
PAHs are  biotransformed,  GST
neutralizes the metabolites, conjugating
glutathione (GSH) to electrophilic
compounds, thus increasing their activity,
and functioning as a transporter protein in
blood plasma, thus preventing the
diffusion of metabolites to other tissues
and cells, ultimately favoring the excretion
of metabolites (Mohanty et al 2014; Sivori
1993). GST is not synthesized in plasma
but is released in large quantities from the
liver, lung, and/or kidney in response to
the presence of xenobiotics (Czuczejko
2019).

On the other hand, erythrocyte and plasma
CAT and erythrocyte GST were not
significantly different between the groups.
However, CAT and GST activity were
greater in erythrocytes than in plasma. A
lower trend was observed in the exposed
group with respect to the control group in
the activity of erythrocyte CAT (2.378
U/ml + 521.44 and 2.465 U/ml = 538.83)
and erythrocyte GST (25.6x10-3 U/ml £

103



14x10-3 and 31.6x10-3 U/ml £ 17.5x10-
3, respectively). This trend of lower CAT
and erythrocyte GST activity in the
exposed group could indicate an alteration
in these antioxidants due to an increase in
reactive species, which can cause the
oxidation of sulfhydryl groups of proteins
in the erythrocyte membrane and the
peroxidation of lipids of the erythrocyte
membrane, as well as the oxidization of
sulfhydryl groups of the erythrocyte
hemoglobin, causing it to precipitate and
form so-called Heinz bodies. In this way,
erythrocytes can suffer damage and
decrease their antioxidant capacity,
causing their eventual hemolysis and
releasing enzymes to the plasma (Terrado
et al. 2003; Gutiérrez-Salinas et al. 2009;
Kumar et al. 2015; Czuczejko et al. 2019).
Likewise, CAT and GST seem to be
inducible, that is, the expression of these
enzymes in erythrocytes is modulated by
the levels of circulating toxins. Therefore,
the enzymatic activity represents a defense
response against the toxicity of pollutants
but also implies a “wear” or a decrease in
its antioxidant capacity, since erythrocytes
do not have a nucleus and cannot
synthesize enzymes, so in any case, the
activity of CAT and GST as a defense
mechanism can decrease in erythrocytes in
the face of significant oxidative stress
(Bocedi et al. 2019). Therefore, we
postulate that a lower activity of plasma
and erythrocyte CAT and erythrocyte GST
in the exposed group may be associated
with  greater  oxidative stress in
erythrocytes, while a trend of greater
activity of CAT and GST observed in the
control group would indicate greater

integrity of erythrocytes and therefore
lower oxidative stress (Kumar et al. 2015).

Polycyclic aromatic hydrocarbons

The PAHs found at significant levels
(Table 1) in the plasma of the two groups
were benzo [a] pyrene (considered
carcinogenic to humans); benzo [a]
anthracene (possibly carcinogenic to
humans); and anthracene, fluorene,
fluoranthene, and phenanthrene (currently
there is no evidence they cause cancer in
humans). While some nonmetabolized
PAHs may not have toxic effects, one of
the main concerns is the ability of their
reactive metabolites, such as epoxides and
dihydrodiols, to bind to cellular proteins
and DNA and cause biochemical
alterations that damage the cell (IARC
2010; Quijano et al. 2015; Rengarajan et
al. 2015).

In particular, in the plasma samples, an
average concentration of total PAHs of
1.089 pg/ml (£ 0.872) was reported in the
cane cutter group, and an average of 0.760
pg/ml (£ 0.599) was reported in the control
group. (Table 1). The study on the
presence of PAHs in plasma by Naufal et
al. (2010) reported mean concentrations of
0.217 pg/ml (x 0.027) and 0.159 pg/ml (£
0.023) in an exposed group and a control
group, all males who lived in Shanxi, a
rural community in China exposed to
PAHSs. The concentration of pollutants was
higher in the groups studied in the present
work. These differences might be due to
the type of source to which each studied
group was exposed or to the place of
exposure. On the one hand, the groups
studied in Shanxi were mainly exposed to
indoor combustion of coal in the home,
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which seems to be the main source of their
exposure to PAHSs. The cane cutters in our
study, due to physical labor and a high
ventilation rate, were exposed to a
potentially greater amount of inhaled
particles, in addition to the deposition of
the particles on the skin while cutting
sugarcane (Prado et al. 2012). For the
control group, although this group was not
in direct contact with the burned
plantations, it is possible that they are
subjected to environmental pollution from
sources such as the incomplete combustion
of fossil fuels (gas, oil, etc.) and/or other
organic materials (wood, coal, etc.), as
well as emissions from vehicles such as
sugarcane trucks that circulate throughout
the ejido (Martinez-Salinas et al. 2010;
Zuki 2012; Prado et al. 2012; Sa&nchez-
Palencia et al. 2015).

Correlation between oxidative stress
biomarkers and PAHs

The correlation coefficients indicated an
association between the plasma GST
activity and some PAHSs in the samples of
the exposed group. A significant
correlation was found between the activity
of plasma GST and acenaphthene (r =
0.833 p = 0.010; Figure 3), benzo [a]
anthracene (r = 0.444 p = 0.038; Figure 4),
and benzo [a] pyrene (r = 0.427 p = 0.053;
Figure 5). The correlation between plasma
GST and total PAHs was not significant (p
= 0.234). The erythrocyte GST activity of
the exposed group showed a negative
correlation with pyrene (r = -0.829, p =
0.042; Figure 6).

According to some studies, the presence of
PAHs can induce an increase in the
expression of GST in an organism. We

postulate that PAHs (especially of high
molecular weight) may show greater
selectivity toward GST. In a study by
Pushparajah et al. (2008), the relationship
between GST and six PAHs (of low and
high molecular weight) was studied. They
found that benzo [b] fluoranthene, benzo
[a] pyrene, and dibenzo [a] anthracene
(high-molecular-weight PAHS) induced an
increase in the gene expression of GST,
since high-molecular-weight PAHSs are the
best ligands for the aryl hydrocarbon
receptor (Ah) and the more potent inducers
CYP450 and GST, which raises the
possibility that molecular size is an
important factor in the regulation of these
enzymes (Pushparajah et al. 2008;
Vazquez-Gomez et al. 2016).

This finding could explain the significant
correlation between the plasma GST of the
exposed group and some high-molecular-
weight PAHSs, such as benzo [a] pyrene
and benzo [a] anthracene. In the case of
acenaphthene (low-molecular-weight
PAH), its abundance may be mediated by
its  physicochemical  characteristics,
particularly its greater solubility (due to its
low molecular weight), compared to those
of other PAHSs, which could translate into
its high level in the blood (Singh et al.
2008).

Regarding the negative correlation
between the erythrocyte GST of the
exposed group and pyrene, it is possible
that the type of matrix influences it, since
the erythrocytes contain a number of
“finite” enzymes, which are modulated by
the levels of circulating toxins, so their
activity represents a defense response
against systemic toxicity (Bocedi et al.
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2019). In addition, oxidative stress can
decrease the antioxidant capacity, and
since erythrocytes do not have a nucleus
and cannot synthesize proteins, the activity
of the CAT and GST enzymes can
decrease in this matrix in the face of
greater oxidative stress (Kumar et al. 2015;
Czuczejko et al. 2019).

As in our study, Oliva et al. (2010)
observed negative correlations between
GST and pyrene activity. According to
them, GSH serves as a substrate for
conjugation with electrophilic
intermediates under the catalytic action of
GST, and they postulate that the variation
in the level of GSH can produce a variation
in the level of GST. In addition, if the
oxidative stress is severe, it can suppress
the levels of GSH and lead to the oxidation
of GSH to GSSG, with the consequent
decrease in the level of GST (Ahmad,
Pacheco and Santos 2004). These are
phenomena that could arise in the
erythrocytes of the group exposed to the
toxicity of some PAHS, such as pyrene.

In the control group, erythrocyte GST
showed a negative correlation with
anthracene (r = -0.425, p = 0.049; Figure
7), although its activity was not
significantly different from that in the
exposed group, which may indicate a low
level of oxidative stress caused by
exposure to PAHs (Kamal et al. 2015).

Potential sources of PAHs

PAHs may have a petrogenic origin when
they are derived from petroleum;
pyrogenic when they result from the
incomplete burning of organic matter and
fossil fuels; or even biogenic when they

come from natural sources (Yunker et al.
2002; Wang et al. 2011). Generally, the
pyrogenic source triggers high percentages
of PAHSs of four or more rings, while the
petrogenic origin is characterized by the
presence of PAHSs with three or fewer rings
(Benner et al. 1990; Sanchez-Palencia et
al. 2015).

In this study, according to the analysis of
individual PAHSs, a greater tendency in the
concentration of indene(123cd)pyrene,
benzo [b] fluoranthene and benzo [ghi]
perylene was observed in the exposed
group. In the samples of the control group,
a greater tendency was also observed for
benzo [ghi] perylene and benzo [b]
fluoranthene (Figure 6). This suggests a
greater presence of PAHSs of five and six
rings in both groups. The predominance of
PAHs with more than four rings is
associated with their properties of greater
lipophilic  affinity,  toxicity, and
persistence, which are higher the greater
the number of rings in the molecule. The
lower contribution of PAHSs of three rings
or less is consistent with their high
volatility and greater solubility in the
medium (Maliszewska-Kordybach et al.
2009; Zambrano et al. 2012).

On the other hand, to identify the different
sources of PAH contamination in the
plasma samples, four molecular indices
that have been used by several authors
were determined and evaluated (Table 2).
In this study, the FIA/(FIA+Py) ratio was
0.95 in the exposed group samples vs. the
1.0 in the control group samples, which
indicates that the combustion of plant
biomass was the main source of PAHSs in
these groups.

106



The values of PI/(PI + B[ghi]) in the
plasma samples of the exposed group were
0.65 and 1.0 in the control group, which
indicated contributions from sources of
plant biomass combustion. In the case of
the Ant/(Ant + Phe) index, the value
obtained in the plasma samples of the
exposed group was 0.93 and for the control
group was 0.93, which indicates that their
source was combustion of plant biomass.
Finally, the BaA/(Chry + BaA) ratio was
1.0 for the plasma samples of the exposed
group and 1.0 for the control group, which
indicates the contribution of plant biomass
combustion. Based on these relationships
of the molecular indices, the PAHs
detected in all 41 plasma samples of the
exposed group came from the combustion
of plant biomass; the PAHSs in eight others
came from the combustion of liquid
fossils; and in one case they came from an
unburned petrogenic source. In the control
group, 100% of the PAHSs in the plasma
samples came from the combustion of
plant biomass (Figures 7 and 8).

In most of the ejidos of the Hondo River,
the main pyrogenic sources come from the
burning of vegetation, which allows
workers to prepare the soils for the
planting and harvesting of cane, and the
burning of the cane during the production
of sugar in the San Rafael de Pucté sugar
mill. Additionally, diesel and gasoline are
combusted from vehicles that circulate in
the area, such as private vehicles,
sugarcane trucks, or other motorized
vehicles. In turn, petrogenic sources could
be petroleum derivatives that would enter
the environment in the gaseous phase by
evaporation, the particulate phase by
deposition, and the liquid phase by oil

spills from the various activities of the
human settlements of both shores of the
Hondo River, and even from the city of
Chetumal (Arias et al. 2010; Alvarez-
Legorreta 2014).

Conclusions

According to the results, there was greater
oxidative stress in the cane cutters than in
the control group of the Alvaro Obregon
ejido, Quintana Roo, Mexico, associated
with exposure to PAHs from plant
burning. Higher CAT and GST activity
were also seen in erythrocytes than in
plasma, the control group presenting
greater activity of these enzymes than the
exposed group, though the difference was
not statistically significant. Plasma GST,
despite having low concentrations, had
significant differences in activity between
groups, the exposed group showed the
highest GST activity.

Regarding the correlations between
biomarkers and PAHSs, the plasma GST
activity of the exposed group showed a
significant relationship with
acenaphthene, benzo [a] anthracene and
benzo [a] pyrene. This could be associated
with increased antioxidant activity.
Likewise, it was evident that the
correlations between the plasma GST
activity of the control group and the
concentrations of individual and total
PAHs were not significant, which may
indicate a low level of oxidative stress due
to their relatively low exposure to PAHSs.
Finally, the analysis of the molecular
indices of the PAHs suggests that the
PAHSs detected in all 41 plasma samples of
the exposed group came from the
combustion of plant biomass; eight of
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them also had PAHs from the combustion
of liquid fossils; and one from an unburned
petrogenic source. In the control group,
100% of the PAHSs in the plasma samples
came from the combustion of plant
biomass.

Recommendations

It is recommended to carry out more
exhaustive studies that take into account
the season before harvest and during
harvest to determine if the oxidative stress
induced by exposure to PAHSs is acute or
chronic. It is also recommended to study
other polluting compounds as well, such as
agrochemicals (fertilizers and pesticides),
which could also contribute to the
triggering of oxidative stress.
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Figure 1. Location of the town Alvaro Obregén, Quintana Roo.
Mexico.
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Figure 2. Comparative analysis of plasma GST activity between the
exposed and control groups. Significant difference in the exposed group

p =0.043.
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GST plasma

Table 1. Comparative analysis of the mean concentration of PAHSs in plasma of the
exposed group and control group.

PAHSs (ug/ml) Group exposed @ Group control 2 p value ®
Fluorene 0.130 (£ 0.021) 0.072 (£ 0.036) <0.001
Phenanthrene 0.033 (£ 0.002) 0.050 (£ 0.012) 0.017
Anthracene 0.047 (+ 0.038) 0.050 (£ 0.014) 0.016
Fluoranthene 0.083 (+ 0.048) 0.012 (£ 0.015) 0.009
Benzo(a)pyrene 0.099 (+ 0.081) 0.063 (+ 0.044) 0.05
Total PAHs 1.089 (+ 0.872) 0.760 (+ 0.599) 0.011
@ Mean concentration (zstd.dev)
® Significance probability

Acenaphthene

Benzo(a)anthracene

Figure 4. Correlation between plasma GST in the exposed
group and benzo(a)anthracene concentration.
n=22, r=0.444, p=0.038

Figure 3. Correlation between plasma GST in the exposed
group and acenaphthene concentration. n=8, r=0.833,
p=0.010
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Figure 7. Correlation between GST in erythrocytes of the
control group and anthracene concentration.
n=22, r=0.425, p=0.049.

Table 2. Molecular indexes

Petrogenic ?oir'nbustion g}’?}f;ﬁi""“
biomass
FIA/(FIA+Py) <0.4 >0.4<0.5 >0.5 Yunker et al., 2002
Ant/(Ant+Phe) <01 >0.1 Yunker et al., 2002
BaA/(Chry+BaA) <0.2 >0.35 Yunker et al., 2002
IP/(1P+Bghi) <0.2 >0.2<0.5 >0.5 Guo et al. 2007
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Figure 8. Origin of PAHSs in human plasma from the Rio Hondo, based on
An/(PhA+An) and FIA/(FIA+Py) molecular indexes.
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Figure 9 Origin of PAHSs in human plasma from the Hondo River, based on
IP/(IP+Bghi) and BaA/(BaA+CHR) molecular indexes.
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