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Resumen 
 
Objetivo: El objetivo fue determinar si las variantes 
genéticas del polimorfismo Q192R de la 
Paraoxonasa 1 (PON1) puede modular el efecto 
oxidativo del metamidofos en células mononucleares 
humanas de sangre periférica. Se utilizaron cultivos 
de células mononucleares humanas de sangre 
periférica (PBMC) de hombres con diferentes 
genotipos del polimorfismo Q192R del gen de la 
PON1 los cuales fueron expuestos a diferentes dosis 
de metamidofos (MET), las variante polimórfica 
fueron determinadas por PCR convencional y PCR 
en tiempo real (Q192R). La producción de especies 
reactivas del oxígeno (ROS) y niveles de 
malonaldehido se evaluaron como biomarcadores de 
estrés oxidativo. El presente estudio muestra que los 
diferentes genotipos del polimorfismo Q192R de la 
PON1 podrían no ser modulares del estrés oxidativo 
inducido por metamidofos en PBMC. 

 
Paraoxonasa 1, metamidofos, estrés oxidativo, 
plaguidas organofosforados 

Abstract 
 
Objective: The objective was to determine whether 
genetic variants of Q192R polymorphism of 
paraoxonase 1 (PON1) can modulate oxidative effect 
of methamidophos in human peripheral blood 
mononuclear cells. Were used cultures of human 
mononuclear cells of peripheral blood (PBMC) of men 
with different genotypes of Q192R polymorphism in 
the PON1 gen, the cultures were exposed to different 
doses of methamidophos (MET),the variants of Q192R 
polymorphisms were determined using the 
conventional PCR and in real time PCR , the 
production of reactive oxygen species (ROS) and 
malonaldehyde levels were evaluated as biomarkers of 
oxidative stress. The present study shows that different 
genotypes of the PON1 could not be modular oxidative 
stress induced by methamidophos in PBMC. 
 
Paraoxonase 1, methamidophos, oxidative stress, 
organophosphorus pesticides 
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Introducción 

 
El estrés oxidativo como un probable 
mecanismo de toxicidad, inducido por la 
exposición a plaguicidas organofosforados 
(OP), se ha evidenciado en estudios realizados 
in vivo e in vitro (Elsharkawy, Yahia, & El-
Nisr, 2014), siendo factores importantes el 
grado de toxicidad y tiempo de exposición al 
OP (Muniz et al., 2008). En este sentido 
evidencia epidemiológica ha demostrado que 
el grado de estrés oxidativo también es 
modulado por factores intrínsecos del 
individuo, en los que destacan la actividad 
detoxificante de algunas enzimas (Povey, 
2010). La paraoxonasa 1 (PON1) es una 
enzima detoxificante que modula la toxicidad 
de los OP por la hidrolisis de los compuestos 
oxonificados generados durante su 
metabolismo (Jokanović, 2001). Este efecto se 

ha evidenciado en modelos animales, y en 
estudios observacionales de población 
ocupacionalmente expuesta (Goel et al., 2012). 

 
Se conoce que existe una gran 

variación interindividual de la actividad 
enzimática de PON1, esta la cual se ha 
asociado con la presencia de diferentes 
polimorfismos en el gen de PON1, entre ellos 
el polimorfismo -108T/C, el cual se ha 
asociado con variaciones en los niveles de 
expresión de la enzima (Deakin, Leviev, 
Brulhart-Meynet, & James, 2003), el L55M 
asociado con variaciones en la estabilidad del 
enzima (Leviev, Deakin, & James, 2001) y el 
polimorfismo Q192R el cual se asocia con 
diferencias en la capacidad y especificidad 
hidrolítica (Davies et al., 1996). Se ha 
determinado que individuos con una actividad 
baja de PON1 son más susceptibles a los 
efectos tóxicos de OP (Richter, Jarvik, 
Furlong, & Furlong, 2010). Por lo cual se ha 
propuesto a la PON1 como un bio-marcador 
de susceptibilidad a la toxicidad de los OP 
(Costa, Cole, Jansen, & Furlong, 2008). 

 
 
La PON1 también es considerada como 

una enzima antioxidante endógena, 
involucrada principalmente en la hidrolisis de 
lipoproteínas de baja densidad oxidadas es 
capaz de reducir el estrés oxidativo en células 
mononucleares, cuando estas son expuestas a 
condiciones proaterogenicas (Rozenberg, Shih, 
&Aviram, 2005).  

 
Sin embargo no existe evidencia si la 

PON1 es capaz de reducir el estrés oxidativo 
inducido por la exposición a OP en células 
mononucleares. El metamidofos (MET, O, S-
dimetilfosforamidotiodato) es un OP, 
ampliamente utilizado en el mundo, en México 
es el tercer plaguicida mas usado y a nivel 
estatal es el plaguicida mas usado en la 
agricultura.  

 
Recientemente se ha demostrado que el 

MET es capaz de inducir estrés oxidativo en 
PBMC en forma dosis-dependiente (datos 
personales), sin embargo, no existen reportes 
donde se evalué el papel de las variantes 
genéticas de la PON1 como moduladores de la 
susceptibilidad al estrés oxidativo inducido por 
la exposición a MET en PMBC. Por lo cual el 
objetivo del presente trabajo fue evaluar si el 
estrés oxidativo inducido por MET en PMBC 
es modulado por las variantes genéticas en el 
gen de PON1. 
 
Material y métodos 
 
Sujetos 
 
La selección de los participantes se realizó en 
base a las variantes polimórficas del gen de 
PON1 que presentaron los participantes, 
además de no tener antecedentes de exposición 
laboral a plaguicidas, consumo de alcohol, 
consumo de antioxidantes (vitaminas). 
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Los participantes fueron donadores 

masculinos clínicamente sanos (n=10), con 
edades de 21 a 25 años. La participación de 
cada sujeto fue voluntaria y se solicitó un 
consentimiento informado de cada uno de los 
sujetos participantes de acuerdo a las 
recomendaciones de la Declaración de 
Helsinki. 
 
Cultivo Celular 
 
Las PBMC se obtuvieron por el método de 
Ficoll-Hypaque-1077, siguiendo el 
procedimiento especificado por el fabricante. 
PBMC se cultivaron en medio RPMI-1640 
(Gibco ®) suplementado con suero bovino 
fetal al 5% (Gibco ®), 2 mM de L-glutamina, 
1% de aminoácidos no esenciales y 1% de 
antibiótico/antimicótico (100 unidades de 
penicilina, estreptomicina 0,1 mg, 0,25 mg de 
anfotericina, la incubación se realizó a 37 ° C 
en una atmósfera humidificada con 5% de 
CO2.  

 
Las células se estabilizaron durante un 

período de 24 h antes de cada prueba. Las 
dosis empleadas en el ensayo fueron 
determinadas en base a una curva-dosis-
respuesta curso temporal. Utilizando dosis de 
relevancia biológica de 3, 10 y 20 mg/L, las 
cuales no inducen efecto citotóxico en PBMC. 

 
Plaguicida 

 
Se utilizó el metamidofos (CAS # 10265-92-6) 
grado analítico (pureza 97.7%) Sigma-Aldrich 
(Seelze, GER), este fue disuelto en DMSO 
grado biología molecular (pureza 99.9%), 
considerando que el contenido del solvente 
fuera menor al 1% del volumen final del 
cultivo. 

 
 
 
 

Determinación de las variantes genéticas de  
 
PON1 

 
El DNA leucocitario se extrajo por la técnica 
rápida no enzimática de Miller et al., (1988). 
La determinación del polimorfismo Q192R 
(rs662) fue realizada mediante la técnica de 
PCR en tiempo real, usando el sistema de 
detección de secuencias ABI prism 7500. Se 
utilizaron los reactivos de TaqMan Universal 
PCR Master Mix (AppliedBiosystems), las 
condiciones de la genotipificación fueron 
realizadas según Rojas-Garcia et al., (2005).  

 
Se utilizaron 36μM de iniciadores 

específicos (iniciador sentido 
CTGAGCACTTTTATGGCACAAATGA e 
iniciador antisentido 
ACCACGCTAAACCCAAATACATCTC), 
8μM de sondas fluorogenicas (VIC 
CCTACTTACAATCCTG y FAM 
CCCTACTTACGATCCTG). Las reacciones 
se llevaron a cabo utilizando 5μL de TaqMan 

Universal PCR Master Mix (el cual contiene la 
enzima AmpliTaq Golden ADN Polymerase, 
AmpErase UNG, dNTPs con dUTP) y 20 ng 
de DNA genómico. La mezcla fue completada 
con 10μL de agua estéril, las condiciones de 

ciclaje fueron 50º C por 2min, 95º C por 10 
min y 40 ciclos de: 95º C por 15 seg y 60º C 
por 1 min. 
 
Determinación de ROS totales  
 
La generación intracelular de especies 
reactivas del oxígeno se determinó utilizando 
la sonda fluorogénicaCellROX® Green (Life 
Technologies, Eugene, OR) siguiendo la 
especificaciones del fabricante, 1.25 X106 
células por mL (en placas de 96 pozos en un 
volumen final 200 µL) fueron expuestas a 
MET (3, 10 o 20 mg/L) durante 6 h, 
posteriormente se agregó 5 µM de CellROX y 
se incubo durante 30 min, seguido de tres 
lavados con PBS.  
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Las células fueron resuspendidas en 3 

mL PBS, la fluorescencia fue determinada a 
485/520 nm utilizando el citómetro de flujo 
FACS-Canto II (BectonDickinson, San Jose, 
CA).  Se determinaron 100 000 eventos por 
condición ensayada el análisis fue realizado 
utilizando el software FACSDIVA V 6.1.3 
(BectonDickinson).  
 

Cada condición se realizó por 
duplicado en dos momentos independientes. 
En cada ensayo se utilizaron controles basales 
(células en medio de cultivo) y controles de 
vehículo (células con <1 % de DMSO). 
 
Lipoperoxidación 
 
El daño lipoperoxidativo fue evaluado 
mediante la cuantificación de malonaldehido 
(MDA) utilizando el kit “LOP-FR 12” (Oxford 

BiomedicalResearch, Oxford, MI), este ensayo 
se basa en la reacción del reactivo 
cromogénico N-metil-2-fenilindol con el MDA 
a 45ºC el resultando en un compuesto 
cromogénico,  para ello 12 X106 cél/mL  (en 
placas de 24 pozos en un volumen final de 
500µL) se expusieron a 3, 10 o 20 mg/L de 
MET por 24 h posteriormente el medio fue 
removido y se realizaron lavados con PBS, las 
células fueron recuperadas en tubos y se 
adicionó 20 μl de Tris-HCl al 50 mM a pH 7.4, 
seguidas de 5 ciclos de 
congelación/descongelación en nitrógeno 
líquido/baño maría a 45 °C.  
 

Seguido de la adición de 15 μL de N-
metil-2-fenilindol y 15 μL de ácido clorhídrico 
12 N. Esta mezcla fue incubada por 1 h a 45°C 
después los tubos fueron centrifugados a 14 
000 r.p.m. por 15 min, el sobrenadante fue 
recuperado y la absorbancia fue determinada a 
586 nm en el espectrofotómetro Nanodrop 
2000c (Thermo Fisher Scientific, Atlanta, 
GO).  
 

Las concentraciones de MDA generado 
fueron calculadas en base a una curva 
estándar. Cada condición se realizó por 
duplicado en dos experimentos 
independientes. En cada ensayo se utilizaron 
controles basales (células en medio de cultivo) 
y controles de vehículo (células con <1 % de 
DMSO). 
 
Análisis estadístico 
 
El análisis estadístico se realizó utilizando el 
paquete estadístico STATA versión 13.0 
(CollegeStation, TX). Las variables fueron 
representadas como medias y errores estándar, 
la diferencia entre los niveles de especies 
reactivas del oxigeno y malonaldehido en los 
diferentes genotipos fue realizada mediante 
comparación de ANOVA y comparación 
múltiple de Dunnet. 
 

Tabla 1 Efecto de las variantes polimórficas en Q192R 
del gen de PON1 en la modulación de las especies 
reactivas del oxigeno posterior a la exposición a 
metamidofos. Los datos son representados en medias y 
(error estándar), correspondientes a los resultados por 
duplicado de dos experimentos independientes, control 
de vehículo “DMSO” (0 mg/L), ɯ intensidad de 

fluorescencia (unidades arbitrarias), * valor de p 
estimado por ANOVA. 

C
on

di
ci

ón
 

Especies Reactivas del Oxigeno ɯ 

RR(n=4) QR(n=3) QQ(n=3) p* 

B
as

al
 

9081.8(238.4) 5066(840.4) 10190.2(1870) 0.2 

0 
m

g/
L 

7658.9(1863) 5509.9(1313.8) 4166.9(1782.9) 0.4 

3 
m

g/
L 

20562.5(4256.4) 14552.2(2045) 18669.5(5455.9) 0.3 

10
 m

g/
L 

25493.7(3346) 28272.7(4006) 35367.5(3030) 0.1 

20
 m

g/
L 

52611.9(12586.6) 46084.8(7195.6) 54035.2(4803.2) 0.3 
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Resultados 

 
El MET a 20 mg/L incrementó la producción 
de especies reactivas del oxígeno 8.6 veces 
más en PBMC en comparación con el control 
de vehículo. No se observaron diferencias 
significativas cuando se compararon los 
niveles de especies reactivas del oxígeno por 
genotipo presente en el polimorfismos Q192R 
(Tabla 1). 

 
En relación a MAD, la exposición a 20 

mg/L de MET incremento 29 veces más los 
niveles de MAD en comparación con el 
control de vehículo dichos niveles no se 
asociaron a la presencia de alguna variante 
genotípica del polimorfismo Q192R en el gen 
PON1 (Tabla 2). 

 

Condición 

Malonaldehidoɷ 

RR (5) QR(3) QQ(2) p* 

Basal 0.29(0.67) 0.53(0.21) 0.76(0.26) 0.5 

0 mg/L 0.15(0.37) 0.40(0.25) 0.79(0.23) 0.5 

3 mg/L 3.03(1.15) 1.70(1.13) 5.29(6.04) 0.6 

10 mg/L 8.99(2.60) 4.14(0.88) 8.87(8.76) 0.5 

20 mg/L 14.77(1.60) 14.71(2.98) 13.71(5.90) 0.9 

 
 
Tabla 2 Efecto de las variantes polimórficas en Q192R 
del gen de PON1 en la modulación de los niveles de 
malonaldehidoposterior a la exposición a metamidofos. 
Los datos son representados en medias y (error 
estándar), correspondientes a los resultados por 
duplicado de dos experimentos independientes, control 
de vehículo “DMSO” (0 mg/L), ɷ malonaldehido (µM) 

contenido en 6 X 10 6 PBMC, * valor de p estimado por 
ANOVA 

Discusión 
 
La exposición a OP se ha asociado con la 
inducción de estrés oxidativo (Lukaszewicz-
Hussain, 2010) y este a su vez puede ser 
modulado por la capacidad detoxificante de 
cada individuo. Una de las enzimas 
detoxificantes de OP es la PON1, cuya 
actividad es influenciada por variantes 
polimórficas. En el presente estudio se evaluó 
si el estrés oxidativo inducido por MET en 
PMBC es modulado por variantes genotípicas 
del polimorfismo Q192R de PON1, los 
resultados sugieren que los niveles de ROS y 
MDA no son influenciados por el genotipo 
presente en el polimorfismo Q192R. 
 

Uno de los principales polimorfismos 
de la PON1 asociados con la susceptibilidad a 
OP es el Q192R, este se localiza en el sitio 
catalítico del enzima, por lo que la presencia 
de una u otra isoforma cambiara la afinidad y 
especificidad a su sustrato. Se ha demostrado 
que los individuos con el polimorfismo RR 
tiene una mayor actividad paraoxonasa, 
además de tener  una mayor actividad 
hidrolítica frente a los oxones del clorpirifos,  
y otros OP, en comparación con la isoenzima 
QQ (Costa et al., 2008).  

 
Al comparar los niveles de MDA y 

ROS con los entre los diferentes genotipos del 
polimorfismo Q192R la diferencia no fue 
significativamente entre los genotipos 
considerados, los niveles basales de ROS y 
MDA fueron más bajos en los portadores 
RR>QR>QQ, estos datos fueron consistentes 
con los reportados por Kotani, Tsuzaki, 
&Sakane, (2012) al analizar los metabolitos 
del oxígeno en un estudio clínico. Sin embargo 
cuando las células fueron expuestas a un 
insulto toxico como es la adición del MET se 
observó que las variaciones en MDA fueron 
discretamente menores en el genotipo QQ, 
esto puede atribuirse a dos probables 
mecanismos:  



RAMÍREZ-VARGAS, Marco Antonio , HUERTA-BERISTAIN, Gerardo, FLORES-
ALFARO, Eugenia y MORENO-GODINEZ, Ma. Elena. El polimorfismo Q192R de la 
Paraoxonasa 1 como modulador del efecto oxidativo del plaguicida Metamidofos en células 
mononuclares de sangre periférica. Revista de Ciencias de la Salud 2015 

ISSN 2410-3551 

ECORFAN® Todos los derechos reservados. 

   
Articulo                                                                                                  Revista de Ciencias de la Salud 
                                                                                            Septiembre 2015 Vol. 2 No.4 92-98 

 

97 
 

 
Primero, se ha evidenciado que el 

genotipo QQ es mejor hidrolizante de los 
lipoperoxidos (Sozmen, Sagin, Kayikcioglu, 
&Sozmen, 2008), lo cual podría explicar 
porque los niveles más altos de MDA fueron 
asociados al genotipo RR. El segundo 
mecanismo que podría ocurrir es que la 
isoforma QQ fuese mejor hidrolizante del 
MET. 

 
Lo cual se ha hipotetizado en población 

mexicana, en agricultores expuestos 
principalmente a MET donde se observó que 
los portadores del genotipo QQ presentaron 
menores efectos toxicosasocados a la 
exposición al MET (Pérez-Herrera et al., 
2008).  

 
Sin embargo estudios in vivo (Moser, 

1999), 1999) e in vitro (Padilla, Buzzard, & 
Moser, 2000) han sugerido que el MET no es 
metabolizado por las esterasas de tipo A 
dentro de las cuales se encuentra la PON1, sin 
embargo el metabolismo del MET no es muy 
claro. Más estudios deben realizados para 
dilucidar si la PON1 es o no una enzima 
implicada en el metabolismo del MET y 
establecer er cuál es la isoforma de PON1 que 
hidroliza mejor al MET. 
 
Conclusiones 
 
De los datos obtenidos en el presente estudio 
sugieren que las variantes genotípicas en el 
polimorfismo Q192R de PON1 no modulan el 
estrés oxidativo inducido por la exposición a 
MET, sin embargo para poder afirmar esta 
conclusión es necesario la implementación de 
estudios en los que el número de muestra sea 
mayor. 
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