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RESUMEN

Introduccion: el rapido desarrollo econdmico y las nuevas modalidades de
produccién han determinado cambios en las localidades rurales que influyen en la
dinamica de la poblacién, y alteran la calidad del ambiente afectandose la salud de los
habitantes. En este nuevo contexto, las sustancias quimicas, que son parte del
producto del desarrollo, son vertidas al ambiente, contaminandose el medio y
constituye un importante factor de riesgo para la salud. El monitoreo de grupos de
poblacién humana expuestos a agentes con potencial de dafio sobre el organismo,
tiene como propdsito preservar la salud y la calidad de vida en aquellos que son de
alto riesgo, debido a la naturaleza de las sustancias a que estan expuestos.

Objetivo: identificar de manera precoz, los potenciales dafos a la salud de individuos
expuestos por razones laborales a plaguicidas y las personas con las que convive,
empledndose como biomarcadores citogenéticos la frecuencia de micronucleos en
linfocitos de sangre periférica y en células de la mucosa bucal, y aberraciones
cromosomicas.

Métodos: se realizaron encuestas con el fin de obtener informacién sobre actividad
laboral y antecedentes personales. Para detectar en forma temprana los efectos
bioldgicos de los plaguicidas antes de que causen dafio en la salud, se emplearon los
ensayos de aberraciones cromosdmicas y micronulcleos en sangre y mucosa bucal.
Resultados: se observaron diferencias estadisticas significativas entre los dos grupos
de estudiados, en los tres ensayos y una asociacion entre los ensayos de Micronucleos
en sangre y mucosa bucal.
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Conclusiones: los resultados permiten obtener elementos para proponer un
protocolo de vigilancia que sirva como aporte a acciones futuras en salud publica.
Evaluar el problema de los efectos de los agroquimicos sobre el material genético de
grupos humanos expuestos lleva implicito un deber en la concienciacion sobre
medidas de proteccidén personal, control y seguridad ambiental por el uso de los
mismos.

Palabras clave: plaguicidas; genotoxicidad; monitoreo; biomarcadores; vigilancia
sanitaria.

ABSTRACT

Introduction: Swift economic development and new modes of production have
brought about changes in rural areas which have had an impact on population
dynamics and the quality of the environment, thus affecting human health. Chemical
wastes from industrial processes pollute the environment, thus becoming an
important risk factor for disease. The purpose of monitoring population groups
exposed to potentially harmful agents is to preserve the health and quality of life of
people at high risk due to the types of substances they are in contact with.
Objective: Perform early identification of potential harm caused by pesticides to the
health of occupationally exposed individuals and their families. The cytogenetic
markers used were the frequency of micronuclei in peripheral blood lymphocytes and
buccal mucosa cells, and chromosomal aberrations.

Methods: Surveys were conducted to obtain information about work activities and
personal antecedents. Chromosomal aberrations and micronuclei in blood and the
buccal mucosa were assayed for early detection of the biological effects of pesticides
before they damage health.

Results: Significant statistical differences were found between the two study groups
in the three assays, and an association was observed between the micronuclei in
blood and buccal mucosa assays.

Conclusions: The results obtained provide a background to propose a surveillance
protocol for future public health actions. Evaluation of the effects of agrochemicals on
the genetic material of exposed human groups necessarily implies sensitization about
personal protection, environmental control and safety measures.

Key words: pesticides; genotoxicity; monitoring; biomarkers; health surveillance.

INTRODUCCION

El rapido desarrollo econdmico y las nuevas modalidades de produccion han
determinado cambios en las localidades rurales que influyen en la dinamica de la
poblacidn y alteran la calidad del ambiente afectdndose la salud de los habitantes. En
este nuevo contexto, las sustancias quimicas, que son parte del producto del
desarrollo, son vertidas al ambiente, contaminandose el medio y constituye un
importante factor de riesgo para la salud.
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Los efectos mas conspicuos de diversos contaminantes ambientales sobre la salud
humana se producen por exposicidon aguda a concentraciones altas de dichos
contaminantes, lo cual se traduce en efectos precoces y conocidos por la poblacién.
Estos incluyen el desarrollo y agravamiento de diversas enfermedades y muertes
prematuras por exposicion a estos agentes. Menos importancia se le asigna a
exposiciones crénicas a concentraciones menores de contaminantes ambientales, que
no producen manifestaciones agudas. El efecto crénico de éstas suele ser acumulativo
y reflejarse en dafio a diversos 6rganos y sistemas, que se hace evidente como
desarrollo de diversas enfermedades en el mediano o largo plazo.

La exposicion potencial del ambiente a los plaguicidas puede ser estimada por medio
del monitoreo ambiental, considerandose una herramienta valiosa en salud publica y
ocupacional. El monitoreo de grupos de poblacion humana expuestos a agentes con
potencial para producir dafio sobre el organismo tiene como objetivo preservar la
salud y la calidad de vida en especial de aquellos grupos que son de alto riesgo,
debido a la naturaleza de las sustancias a que estan expuestos. También asi a
aquellos expuestos por accidente a agentes toxicos y expuestos a agentes fisicos,
quimicos y bioldgicos que en algunos casos son terapéuticos.!-16

Los biomarcadores genéticos son empleados para evaluar exposiciones que pueden
causar enfermedades, encontrar factores genéticos o adquiridos que pueden cambiar
la susceptibilidad individual hacia una enfermedad y, validar los biomarcadores de
efecto temprano que puedan predecir el riesgo de cancer y ser empleados para el
disefio de estrategias de intervencion, prevencion y promocién en la salud. Si el
objetivo es hacer monitoreo de personas expuestas para evaluar dafio citogenético en
las células somaticas, se pueden aplicar diferentes ensayos a corto plazo:

e Intercambio de Cromatidas Hermanas.

e Aberraciones Cromosdmicas (AC) en sus versiones mas clasicas como la busqueda
de gaps, roturas y cromosomas dicéntricos en cultivos convencionales.

e Los Micronucleos (MN), tanto en linfocitos, como en células epiteliales descamadas
de las mucosas.

e Citogenética molecular para buscar inversiones, translocaciones, o para identificar
el origen cromosémico de los micronlcleos!” y en relacién a la genética molecular.

e El ensayo Cometa, que permite determinar el dafio originado en el ADN por
rupturas de cadenas (maxime de simple cadena) y sitios labiles a alcali.

Diversos estudios en agricultores han demostrado una relacién entre el tiempo de
exposicion a plaguicidas y un incremento en el riesgo de presentar cancer.® También
en el mismo tipo de individuos se ha observado un impacto en sus células germinales,
pues se afecta su capacidad reproductora hasta presentar esterilidad y alteraciones
genéticas.® En particular, el monitoreo de poblaciones humanas por medio del
analisis de aberraciones cromosdmicas, y micronutcleos (MN) tanto en cultivo de
sangre periférica como en células exfoliadas del epitelio bucal, permite la deteccidn
del dafio directo en el hombre provocado por los plaguicidas con la obtencién rapida
de resultados.

En Ecuador se efectuaron AC en linfocitos de sangre periférica en 41 trabajadores
expuestos a 27 plaguicidas diferentes, encontrandose diferencias entre los grupos
expuestos y no expuestos.??
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En Brasil, se realizaron el ensayo de MN en linfocitos de sangre periférica en 29
desinfectadores que manipulaban diferentes plaguicidas y 20 controles, donde
también se observaron diferencias significativas entre ambos grupos.?!

En Turquia, se utilizaron los métodos de AC, Intercambio de Cromatidas Hermanas
y MN en células epiteliales bucales y observaron frecuencias aumentadas de MN,
nucleos rotos, cariorrexis, cariolisis y binucleados en los 32 trabajadores estudiados
sin diferencias entre mujeres y varones y con marcada diferencia entre fumadores
y no fumadores.??

En relacién a Argentina los antecedentes sobre el biomonitoreo genético de
trabajadores expuestos a quimicos, refieren a la provincia de Buenos Aires>?3-25y
Santa Fe.?® Para la provincia de Cérdoba los primeros reportes de estudios genéticos
en personas y animales expuestos a solventes y a plaguicidas son los realizados por el
grupo de investigacion GeMA!1,14,16,27-29,30,31 ytjlizandose los ensayos de AC, MN y
cometa.

Por todo lo antes expuesto se plantea como objetivo de este trabajo, identificar de
manera precoz los potenciales dafios a la salud de individuos expuestos de forma
directa (por razones laborales) a plaguicidas y las personas con las que convive,
empledndose como biomarcadores citogenéticos la frecuencia de micronucleos en
linfocitos de sangre periférica y en células de la mucosa bucal, y aberraciones
cromosomicas.

Se pretende obtener elementos para proponer un protocolo de vigilancia de las
medidas preventivas y de vigilancia de la salud de la familia rural, que sirva como
aporte a acciones futuras en salud publica, y discutir la problematica de la exposicidon
a téxicos ambientales/ocupacionales como factores de riesgo en la etiologia de
enfermedades malignas.

METODOS

La poblacion en estudio estuvo compuesta por personas de ambos sexos, entre las
edades de 18 y 65 afios, de la localidad de Las Vertientes, departamento Rio Cuarto
(33°16'58"”S 64°34’'41"0), provincia de Cordoba, Argentina, formada por:

e Grupo expuestos: diez grupos de personas, con un promedio de dos individuos
cada uno (24 personas analizadas), que incluyo trabajadores rurales de sexo
masculino con un tiempo de exposicion a plaguicidas minima de 5 afios, y personas
con las que convive.

e Grupo de referencia: formado por 24 individuos, de edad, sexo y estilo de vida
similar al grupo expuesto, pero que se dedican a otras actividades.

Quedaron excluidas del estudio las personas con problemas de salud y/o expuestas a
otros agentes contaminantes reconocidos.

La informacion escrita para el participante y acta de consentimiento informado, fueron
aprobados por el Comité de Etica en Investigaciones Biomédicas del Instituto
Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE), La Plata, Argentina; y de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto, Exp. 10/13, proyecto Cédigo 18/ C377, Resol Rec. 852/11.
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En cuanto a las caracteristicas, tanto del grupo expuesto a plaguicidas como del grupo
referente, cada participante se sometié a una encuesta exhaustiva con el fin de
obtener informacion, lo mas detallada posible, sobre su actividad laboral y sus
antecedentes personales. El objetivo de la encuesta fue detectar cualquier factor que
pueda crear confusién en los resultados obtenidos.

Toma de la muestra

Las muestras de sangre periférica, tanto en individuos expuestos como en referente,
fueron obtenidas por venopuncién con jeringa estéril heparinizada, y las muestras
epiteliales de descamaciéon de la mucosa bucal fueron recogidas en simultaneo con la
sangre friccionandose el interior de las mejillas de cada individuo con un hisopo
estéril, sin tocar los dientes ni la lengua. Los meses de la toma de muestra se
determinaron teniéndose en cuenta los tiempos de mayor aplicacién de plaguicidas
(noviembre-marzo).

Las muestras fueron procesadas de acuerdo a protocolos estandarizados detallados a
continuacion:

e FEnsayo de aberraciones cromosdmicas (AC): la sangre heparinizada se suspendid
en 4 mL de medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640,
suplementado con 20 % de suero bovino, 0,15 mL de fitohemaglutinina, 0,06 mL
de penicilina y 10 000 VI/mL y streptomicina 10 000 ug/mL). Se expusieron los
cultivos a Colchicina por 25 min antes de cumplirse las 72 h de cultivo a 37 °C.
Luego se cosecharon los cultivos y se efectuaron los extendidos cromosdmicos. 32
El andlisis citogenético se realizé en 100 metafases. Se analizaron roturas de una
cromatida; roturas de dos cromatidas; fragmentos dicéntricos; fragmentos
acéntricos; endoreduplicacidén. Se informaron los resultados como porcentaje de
AC, lo que corresponde a nimero de AC por cada 100 metafases analizadas.

e Fnsayo de Micronucleos en linfocitos de sangre periférica: de la misma manera que
para AC se realizaron cultivos convencionales de linfocitos en medio RPMI 1640,
suero fetal bovino, y con fitohemaglutinina. Se incubaron durante 44 ha 37 °Cy
se sometieron a la accion de la citocalasina-B a una concentracion de 6 ug/mL A las
72 h de incubacioén se llevd a cabo el cosechado celular, se fijaron las células y se
efectuaron los extendidos.3?* Se analizaron al microscopio éptico la frecuencia de
micronucleos en 1000 células binucleadas para cada uno de los dadores,
aplicandose los criterios establecidos para la seleccion de células binucleadas y de
micronucleos en cultivos de células humanas.34

e Ensayo de Microntcleos en células de la mucosa bucal: se extrajo el material
utilizandose hisopos estériles, frotandose el interior de la mejilla durante 30 seg.
Las muestras se resuspendieron en solucién tampon (EDTA 0,1M, TRIS-HCI 0,01 M,
NaCl 0,02 M, a pH 7). Se centrifugd a 800 revoluciones por minuto durante 10 min.
Se aspira el sobrenadante y se desecha. Se afiadié 3 mL de tampdn y se
resuspendio. Se goted 50 mL en una ldamina de vidrio y se deja secar al aire libre
por un dia. Se fijé con metanol al 80 % V/V. La tincion se realizé con Giemsa 6 %
diluido en buffer Sérensen, por 6 min. Se lava con agua destilada y se deja secar al
aire libre. La evaluacién se realizé en 1000 células/individuo.

El analisis estadistico se realiz6 utilizdndose el programa GraphPad Prism version
5.02. A fin de determinar la distribucion normal de los datos, se realizo el test de
Kolmogorov-Smirnov. Para detectar diferencias significativas entre ambos grupos,
expuestos y referentes, se realizd la prueba t-test de Student para variables que se
distribuyen normalmente y el Test de Mann Whitney para variables que se distribuyen
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de manera asimétrica. Los demas factores de confusion, dilucidados por el
cuestionario, tales como edad y afios de exposicion, asi como la posible correlacion
entre los valores obtenidos con distintos ensayos, se analizaron empleandose el
coeficiente de correlacion de Pearson. En todos los casos, se trabajé con un nivel de
significancia menor al 5 % (p< 0,05).

RESULTADOS

Las caracteristicas de los individuos pertenecientes a los grupos estudiados, con
respecto a la edad y afios de exposicidon se resumen en la tabla 1. La edad media de
los sujetos fue similar en ambos grupos estudiados, no encontrandose diferencias
estadisticas significativas entre ellos. Se observd un rango de edad de 18 a 62 afios
tanto en el grupo referente, siendo el del grupo expuesto de 18 a 65 afos. Los
trabajadores rurales expuestos a plaguicidas tuvieron un periodo de exposicion
de 1 a 30 afios.

Tabla 1. Caracteristicas de los grupos estudiados

Saidsiicas Integrante Grupo familiar Grupo referente
(n = 24) {n= 24)
Media = DE (rango) Media = DE (rango)
Edad 37,00+ 2,67 (18-65) 35,21 + 2,24 (18-62)
Afios de 9,96 + 1,84 (1-30) -

Exposicion

Los plaguicidas mas utilizados por los trabajadores rurales fueron los insecticidas
clorpirifos endosulfan y cipermetrina, y los herbicidas glifosato, atrazina, y 2,4
diclorofenoxiacético. Mas del 60 % de los trabajadores rurales aplican los plaguicidas
en primavera-verano (noviembre a marzo) debido a las condiciones climaticas. Con
respecto a las medidas de proteccion, el 75 % de los trabajadores rurales
entrevistados, aseguraban usar algunos de los equipos de proteccion personal.

Las variables citogenéticas: AC (Aberraciones cromosdmicas), BNMN (células
binucleadas con micronucleos) y CBMN (células bucales con microntcleos),®
analizadas tanto en el grupo familiar que incluye al trabajador rural, como en el grupo
referente, se resumen en la tabla 2. En todos los casos los resultados se expresan
como media *+ desviacion estandar (DE). Cabe destacar que, en el caso de los
ensayos de micronucleos, se presentan los resultados de CBMN y BNMN porque
representan parametros mas apropiados al tener en cuenta las células que han
sufrido dafio. Los analisis realizados revelan un incremento estadisticamente
significativo de AC, BNMN y CBMN, en el grupo de trabajadores rurales expuestos a
plaguicidas y las personas con las que convive, en comparacion con el grupo referente
(p< 0,05). No se observaron diferencias significativas entre los dos grupos, con
respecto al CBPI (indice de proliferacion con bloqueo de citocinesis) (p> 0,05).

Los resultados de la correlacion de Pearson no demuestran una asociacién entre la
edad de los trabajadores rurales y las personas que convive con las variables CBMN,
BNMN y AC. Los afios de exposicion con respecto a CBMN, BNMN y AC, no mostraron
ningun tipo de asociacion estadisticamente significativa (correlacion de Pearson).
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Con respecto a la correlacion entre las variables CBMN y BNMN, se observd una
asociacién estadisticamente significativa r= 0,99, (p< 0,005; r2= 0,99) (Fig.).
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Fig. Correlacion entre CBMN y BNMN.

DISCUSION

Las observaciones en cuanto a la presencia de dano en el material genético de los
individuos estudiados, coinciden con la mayoria de los estudios realizados donde se
evidencia una asociacion positiva entre la exposicién a una mezcla compleja de
plaguicidas y la presencia de AC y MN.'416:35 | os grupos de alto riesgo corresponden a
aquellas poblaciones que incluyen los trabajadores que tienen contacto con los
plaguicidas. Estudios realizados en distintos paises indican aumentos significativos de
la frecuencia de micronlcleos en personas expuestas a plaguicidas36-3?y de
Aberraciones Cromosomicas*®38 en comparacion con el grupo de referencia estudiado.

Sin embargo, otros estudios no reportaron diferencias significativas en la frecuencia
de micronulcleos*'#? y Aberraciones Cromosdmicas*?43 entre grupo expuesto a
plaguicidas y no expuestos a los mismos.

Las diferencias de los resultados en los distintos estudios, pueden deberse a la edad
de las personas, al polimorfismo genético individual, a las formas de aplicacion, al
nivel genotdxico de los compuestos, a las caracteristicas de la aspersion (areas
cerradas o campo abierto) o a la interaccion de algunas o todas estas situaciones.!3

También deberian considerarse como grupo de alto riego no laboral, a las personas
que viven con los trabajadores o que en ciertas épocas estan sometidas a una
exposicién por razones de aplicaciones masivas o frecuentes, que se hacen en zonas
vecinas a sus localidades de residencia o trabajo. En relacidn, en estudios realizados
en Marcos Judrez, provincia de Cérdoba, si bien no se observaron diferencias
estadisticas significativas para ninguno de los grupos expuestos respecto al grupo de
referencia mediante ensayo de AC, pudo observarse un ligero incremento en los
valores de dafio genético en aplicadores con respecto a personas dedicadas a otras
actividades; y del mismo modo, tanto estos Ultimos como los aplicadores presentaban
mayores niveles de genotoxicidad en relacion a los valores de referencia.!®

La falta de correlacidon entre la edad y tiempo de exposicidon con respecto a las
variables analizadas podria deberse al tamafio de la muestra.
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El ensayo de aberraciones cromosdmicas es quizas, el de mayor importancia en
cuanto a la informacion que permite obtener, ya que detecta dafio a nivel de
cromosomas, como rupturas de cromatidas o cromosomas, duplicaciones en el
numero de cromosomas, recombinaciones y otros rearreglos cromosémicos
caracteristicos de determinadas patologias neoplasicas.!®

Sin embargo, en este trabajo se ha considerado también que el ensayo de
micronucleos, tanto en mucosa como en sangre, es una buena alternativa para
evaluar la inestabilidad genética inducida por agentes genotdxicos, porque permite
detectar dafios en el material genético que responden a alteraciones del tipo
estructural o numéricas, reduce la dificultad a la hora de realizar el recuento con
relacion al otro ensayo (Aberraciones Cromosomicas). Los micronucleos solo se
cuentan en células que han completado una divisién nuclear, por lo que se consigue
mejorar la sensibilidad del ensayo, aumenta la precision estadistica de los estudios al
analizar miles de células, y tiene un costo reducido.

En general, se considera al CBPI como una medida indirecta de citotoxicidad, al
posibilitar la estima de los ciclos celulares y detectar la existencia de retrasos
mitoticos. No obstante, el analisis de los valores de CBPI entre ambos grupos,
expuestos y referentes, no revela diferencias estadisticas significativas. En
consecuencia, la exposicion a plaguicidas parece no influir en la cinética de la
proliferacidon celular. Esto coincide con los resultados obtenidos por otros estudios de
biomonitoreo en poblaciones humanas.*44 Sin embargo, algunas investigaciones
reflejan diferencias significativas, observandose una disminucién del CBPI en los
grupos expuestos con respecto al referente.3%4> Una posible explicacion de las
discrepancias entre los distintos estudios puede deberse a la variabilidad
interindividual, y por lo tanto a la reaccion de cada individuo frente a la exposicion de
un compuesto. Segun las variantes génicas (polimorfismos) que posea, le conferira
mayor o menor susceptibilidad frente a sustancias con potencial genotodxico.!3

Estos hallazgos son indicativos de la necesidad de realizar biomonitoreo con
frecuencia periodica de los agricultores expuestos a varias mezclas de plaguicidas,
como asi también a los individuos que conviven con éstos, utilizandose ensayos de
genotoxicidad. Por otra parte, ilustra la necesidad de promover pautas generales para
minimizar o prevenir la exposicion.

Bajo este marco, es de suma importancia implementar controles reglamentarios
puntuales como los requeridos para la vigilancia sanitaria del uso de productos
guimicos cancerigenos en la industria, asi como para establecer politicas y
responsabilidades interinstitucionales para la coordinaciéon de programas preventivos
en materia de Salud Publica.
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