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I RESUMEN

A partir de la produccion industrial de los plaguicidas su aplicacién en la agricultura se ha ido
incrementando con los afios. Actualmente mas de mil sustancias quimicas han sido clasificadas
como plaguicidas, representando muchas de ellas un riesgo para la salud debido a los efectos
mutagénicos, citotoxicos y carcinogénicos, demostrados en algunas de ellas, pero aun
desconocidos para la mayoria de estos productos. El combate a las plagas es un factor que ha
contribuido a mejorar los niveles de vida y supervivencia de la poblacion mundial, sin embargo
también se han mostrado sus efectos negativos, representando un riesgo para la salud de las
personas y una amenaza para los ecosistemas por la contaminacion que se ha generado en los
mismos. La magnitud con la que se usan los plaguicidas y el riesgo potencial que representan,
particularmente por la posibilidad de inducir cancer, sugiere que la evaluacion del dafio genético
causado es una prioridad. Distintas pruebas de genotoxicidad permiten evaluar tanto exposicion a
sustancias genotdxicas como riesgo de carcinogénesis, con el ensayo cometa se puede determinar
el dafio causado por exposicidn a ¢€stas sustancias y el andlisis de micronicleos es un
biomarcador de riesgo carcinogénico. En el presente estudio el dafio potencial asociado con
exposicion a mezclas complejas de plaguicidas fue evaluado a través del ensayo cometa y del
analisis de micronucleos en células de epitelio oral en 36 trabajadores agricolas cronicamente
expuestos, sin equipo de proteccion, a diversos plaguicidas (entre los que se encuentran
organofosforados, piretroides, carbamatos y de otros tipos), en el municipio de Tlapehuala,
Guerrero, contrastado con 20 personas de una zona lejana al sitio de exposicion, ambos grupos
del sexo masculino. Un incremento significativo en el dafio al ADN fue detectado con el ensayo
cometa a través del promedio en la longitud de la cauda, encontrandose que el grupo de

trabajadores expuestos tuvo un promedio significativamente mayor al del grupo no expuesto. De



manera similar, los trabajadores expuestos a plaguicidas mostraron incremento significativo en
células con microntcleos en comparacion con las personas no expuestas. Los resultados sugieren
una asociacion entre dafio citogenético y exposicion ocupacional a mezclas complejas de
plaguicidas, indicando que éstos pueden causar dafo genético en células somaticas y, por tanto,
que el riesgo de desarrollar procesos cancerosos esta latente en los trabajadores expuestos. Esta
investigacion mostrd, también, que utilizar dos biomarcadores con distinto nivel de deteccion de

dafio, es apropiado y permite ubicar la magnitud del efecto causado por agentes genotoxicos.



I1. INTRODUCCION

La existencia de plagas de diversa indole que afectan al habitat humano, insumos, cultivos
agricolas y ganado, que destruyen materiales y construcciones o son vectores de enfermedades
transmisibles han hecho necesario el consumo de plaguicidas quimicos en areas rurales y urbanas
donde han mostrado su efectividad y contribucion al minimizar el impacto sanitario, social y
econdémico, sin embargo, la forma en la que se producen, distribuyen y aplican, minimizan los
aspectos positivos debido a las politicas de los consorcios y gobiernos involucrados, que
privilegian la obtencidon de ganancias por encima de un bienestar social real. Es por ello que los
aspectos negativos de su manejo y aplicacion sobresalen, al verse afectada la salud de los
trabajadores y de la poblacion expuesta a los productos en los que se utilizan, al contaminar el
ambiente alterando los ecosistemas, al provocar la muerte masiva de organismos dada la

afectacion de las cadenas alimenticias (Bouguerra 1986, Lopez et al. 1987, Restrepo 1988).

Se han realizado diversos estudios en torno a las caracteristicas de los plaguicidas, formas de
dispersion, efectos en los seres vivos, en particular en el hombre y estos han contribuido a
determinar los niveles de toxicidad y dafio causado; en investigaciones de laboratorio se ha
determinado, con diversos plaguicidas, la relacion dosis—efecto citotoxico, citostatico y
citogenético, encontrandose que muchos pueden ser muy perjudiciales (Dimitrov et al. 2006).
También se realizan trabajos de campo para evaluar en las personas expuestas los dafios
ocasionados, encontrandose resultados contradictorios, muchas veces debido a factores de
confusion (edad, sexo, tiempo de exposicion, tipo de plaguicidas, habitos de vida, etc.) o a la
utilizacion de equipo de proteccion (Bolognesi 2003, Bull et al. 2006). Un problema en los

estudios de campo se debe a que las personas se exponen a mezclas de plaguicidas, siendo
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usualmente desconocidas las caracteristicas toxicologicas de dicha combinacion y por tanto,
resulta imposible, dilucidar a qué sustancia(s) especificamente corresponden los efectos
encontrados (Martinez-Valenzuela y Goémez-Arroyo 2007); a pesar de este inconveniente es
importante conocer la situacion de las personas ocupacionalmente expuestas, ya que esto puede
permitir generar alternativas en torno a proteger su salud y con ello a modificar el impacto

negativo que ejercen estas sustancias.

El presente estudio se ubica en el marco de evaluar el dafio causado por los plaguicidas en una
poblacion expuesta a mezclas complejas debido a la necesidad de conocer los efectos a nivel
citogenético que estos compuestos causan a los trabajadores cronicamente expuestos,
particularmente del municipio de Tlapehuala, Guerrero, region en la que no existen estudios
previos. El biomonitoreo genotoxicologico en poblaciones humanas es una herramienta 1til para
estimar el riesgo genético de una exposicion integrada por mezclas complejas de agentes
quimicos (Bolognesi 2003). Se seleccionaron dos procedimientos de biomonitoreo para la
deteccion del dano genotoxico: el ensayo cometa y el analisis de microntcleos, debido a la alta
sensibilidad que presentan para la deteccion de dano genotoxico y mutagénico (Albertini et al.

2000).

La importancia de este trabajo radica en dar a conocer la relacion entre empleo de plaguicidas y
niveles de dafio causado; contribuir a que se generen medidas de proteccion adecuadas a la salud
de los trabajadores y sus familias; brindar elementos para la toma de conciencia de la sociedad

sobre los riesgos que conlleva seguir utilizando los plaguicidas de forma indiscriminada.



III. ANTECEDENTES

III.1 SURGIMIENTO DE LOS PLAGUICIDAS EN EL MUNDO

Desde que el hombre toma conciencia de lo que le rodea, se ha dado cuenta del papel devastador
que pueden tener las plagas sobre los organismos que forman parte de su sustento y del dafio que
le pueden causar a ¢l mismo. Cuando crea la agricultura, se ve en la necesidad de cuidar los
cultivos del efecto perjudicial de los organismos patdogenos en todos los momentos de su
desarrollo, para lo que se sirve de los venenos naturales que ha ido conociendo en su contacto
con el mundo. Asi, utiliza sustancias como cenizas, azufre, compuestos arsenicales, tabaco
molido, cianuro de hidroégeno, acido sulfurico, alquitran, compuestos de mercurio, zinc, plomo,
cobre, etc. para luchar contra los insectos, hongos y malezas perjudiciales. Estas sustancias en
general son muy toxicas, poco efectivas en el control de plagas y persisten hasta por 50 afios en

el ambiente, por lo cual muchas de ellas estan prohibidas (Cremlyn 1986).

A partir de 1930 inicia la produccion de plaguicidas organicos sintéticos, destacando el DDT
(2,2-bis-(p-clorofenil)-1,1,1-tricloroetano), sintetizado en 1874, aunque su uso comienza en 1939
al descubrirse sus propiedades insecticidas; su alta efectividad y bajo costo de produccion
implicaron la generalizacion de su empleo en los ambitos de la salud publica y la agricultura, sin
embargo poco a poco se fueron conociendo los efectos dafiinos que causaba en los seres vivos
debido a su bioacumulacion y transferencia a través de las cadenas alimenticias, a los dafios en el

ambiente como resultado de su persistencia, al hecho de que se le asocia con efectos
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carcinogénicos, por lo que en 1972 fue prohibido en EUA y otros paises desarrollados (Cremlyn

1986, Lopez et al.1987, Albert 2005).

La industria moderna de los plaguicidas empezo6 después de la segunda guerra mundial y a partir
de ese momento fueron sintetizadas gran variedad de sustancias, que incluyen, hidrocarburos
clorados, compuestos organofosforados, carbamatos, derivados del fenol, compuestos
nitrogenados y arsenicales, entre otros. Dichas sustancias se encuentran en gran variedad de
plaguicidas destinados a prevenir, controlar y destruir cualquier forma de vida considerada como
plaga (Lopez et al. 1987, Alpuche 1991). Desde 1945 mas de 15,000 compuestos quimicos
individuales y 35,000 formulaciones han sido usadas como plaguicidas agricolas; en afios
recientes el uso de éstos se ha incrementado progresivamente y es probable que continte e
incluso se acreciente en un futuro cercano. Se estima que en 1997 aproximadamente 5,684
millones de libras de ingredientes activos de plaguicidas fueron aplicados en el mundo. Toda la
gente estd inevitablemente expuesta a éstos agroquimicos de manera ocupacional o a través de
contaminacion ambiental por residuos incluyendo productos de degradacion fisicos y bioldgicos
en aire, agua y alimentos o por efecto de su bioacumulacion y transferencia a través de las
cadenas alimenticias. La Organizaciéon Mundial de la Salud reportd6 que aproximadamente un
millon de envenenamientos por pesticidas ocurren anualmente, resultando en 20,000 muertes en
el mundo (OMS 1990, Lucero et al. 2000, Zeljezic y Garaj-Vrhovac 2001, Bolognesi 2003,

Ergene et al. 2007).

En paises en desarrollo se presenta mas del 50 % de las intoxicaciones, aun cuando los

plaguicidas se utilizan en menor cantidad. Es de resaltar que el mayor nimero de muertes por
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agroquimicos ocurre en el continente americano: en Costa Rica, El Salvador, Guatemala,
Honduras, Nicaragua, México y en el sureste de Estados Unidos, principalmente, donde se
encuentran trabajando millones de inmigrantes (muchos de ellos mexicanos) que sufren y se

envenenan con plaguicidas por carecer o no usar equipo de proteccion (Restrepo 1988).

Los principales paises exportadores de plaguicidas, entre los que se cuentan Alemania,
Inglaterra, Suiza, Francia, Japon, Israel e Italia distribuyen la mayor parte de su produccion en
los paises en desarrollo, en donde multitud de empresas transnacionales se han establecido para
producir y distribuir plaguicidas prohibidos o rigurosamente restringidos en su lugar de origen.
Las barreras establecidas para proteger a los usuarios y ecosistemas en los paises industrializados
no se encuentran en el tercer mundo, donde los agroquimicos mas peligrosos son aplicados de

forma anarquica e irracional (Buoguerra 1986, Lopez et al. 1987, Restrepo 1988, Albert 2005).
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III. 2 LOS PLAGUICIDAS EN MEXICO

En M¢éxico inicid el uso de plaguicidas con fines agricolas desde fines del siglo XIX, en 1938 ya
se utilizaban 38 compuestos quimicos, entre ellos arseniato de plomo, arsénico blanco, acido
cianhidrico, aceto-arsenito de cobre (verde de Paris), acido carbodlico, acido fénico y sulfato de
cobre con cal viva (mezcla de Burdeos). La aplicacion intensa de plaguicidas sintéticos se inicid
en el pais hacia 1946 tanto en salud publica como en la agricultura, con la introduccion del DDT
y, posteriormente, de otros plaguicidas organoclorados. Después se agregaron diversos
organofosforados, carbamatos y gran variedad de herbicidas y fungicidas, todo lo cual estuvo
relacionando con la llegada de la Revolucion Verde, que México fue uno de los primeros paises
en adoptar y que tenia como uno de sus principios el uso intenso de plaguicidas sintéticos y

fertilizantes (Restrepo 1988, Albert 2005).

La produccion de ingredientes activos se desarrolla en el pais a partir de 1947, cuando se
elaboran los primeros insecticidas inorganicos, como el arseniato de cobre. En 1959 se
comienzan a fabricar agroquimicos sintéticos (DDT, hexacloruro de benceno), fungicidas a base
de tiocarbamatos y algunos otros productos inorganicos, para 1968 se incluye el toxafeno y en la
década de los setenta se producen 25 ingredientes activos, sobresaliendo paration metilico,
malation, paraquat, captan, benomil, entre otros (Lopez et al.1987, Restrepo 1988); en 1990 son
fabricados 36 principios activos entre los que se encuentra el endrin (Alpuche 1991).
Paralelamente a la elaboracion de plaguicidas, las importaciones de éstos también aumentan, de
forma que en 1994 México ya es el principal importador de plaguicidas en América Latina, en

tanto que la produccion, distribucion y comercializacion interna, en diversos niveles esta
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permeada por compafiias multinacionales que dominan mas del 80% del mercado, en especial, de
productos tecnoldgicamente complejos o relativamente recientes (Albert 2005). Mientras en los
paises industrializados empiezan a prohibirse distintos plaguicidas debido a su toxicidad, en
Meéxico se siguen produciendo, convirtiéndose en uno de los productores mds importantes de
plaguicidas organoclorados en América Latina (Restrepo 1988), con una amplia participacion de

empresas transnacionales.

El Catalogo Oficial de Plaguicidas publicado por la Comision Intersecretarial para el Control del
Proceso y Uso de Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Toxicas (CICOPLAFEST), contiene la
lista y las especificaciones de uso de los plaguicidas autorizados y su categoria toxicologica, asi
como los prohibidos o restringidos (SEMARNAP 1996). El catalogo de CICOPLAFEST (2004)
incluye un total de 423 plaguicidas: 103 herbicidas, 155 insecticidas y acaricidas, 122 fungicidas,
13 atrayentes y feromonas, 7 fumigantes, 1 molusquicida, 4 nematicidas, 1 protector de semillas,

2 repelentes y 15 rodenticidas (Marquez 2004).

La cantidad de plaguicidas empleados en México ha ido aumentando paulatinamente. En 1978 se
utilizaron 9,798 toneladas de ingrediente activo de diversos plaguicidas (Alpuche 1991), para
1986 se vendieron alrededor de 60,000 toneladas (Restrepo 1988) distribuidas en alrededor de
900 principios activos de plaguicidas formulados en aproximadamente 60,000 preparaciones
(Alpuche 1991). Segin la Asociacion Mexicana de la Industria de los Plaguicidas y Fertilizantes

(AMIPFAC 1995) el volumen de plaguicidas utilizados fue de 54,678.96 toneladas.
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Los plaguicidas de mayor empleo son los insecticidas, seguidos de los herbicidas y los
fungicidas, destacando paraquat, glifosato, paration metilico, metamidofos, malatiéon, mancozeb
y clorotalonil. Los estados con mayor aplicacion de plaguicidas son: Sinaloa, Chiapas, Veracruz,
Jalisco-Nayarit, Colima, Sonora-Baja California, Tamaulipas, Michoacan, Tabasco, Estado de
México y Puebla-Oaxaca. Se calcula que en ellos se aplica el 80 % del total de plaguicidas
utilizados en el pais. En las zonas noroeste y centro (Sinaloa, Sonora, Chihuahua, Baja
California, Guanajuato y Jalisco) se consumen cantidades importantes de plaguicidas de todo

tipo para producir granos y gran variedad de hortalizas de exportacion (Albert 2005).

La poblacion dedicada a la agricultura en México es de alrededor de 7 millones de personas y se
calcula en 25.4 % de la poblacion de México la que mas directamente puede estar expuesta a los
plaguicidas. En diversos estudios se han detectado gran cantidad de intoxicaciones y muertes
debido a exposicion directa o como resultado de contaminacion. Entre las causas que generan
esta situacidon, se encuentran: instalaciones inadecuadas, obsoletas o en mal estado; falta de
equipo de proteccion adecuado, de condiciones y medidas de seguridad en los lugares de trabajo
e informacion acerca de los riesgos en el manejo de los plaguicidas en trabajadores directamente
expuestos (vaciadores, envasadores, mezcladores y pesadores), transportistas, trabajadores
agricolas, entre otros; fugas y derrames de residuos en suelo, agua, drenajes y emision de
sustancias a la atmosfera; uso anarquico y elevado de plaguicidas en los cultivos; contaminacion
de alimentos; utilizacion de envases vacios para almacenar agua, alimentos, enseres domésticos
o que llegan a ser empleados por los nifios como juguetes; uso inadecuado en casas, escuelas,
mercados; fumigacion aérea que afecta a animales, plantas, poblaciones cercanas y ambiente.
También contribuyen el analfabetismo, la carencia de servicios de salud publicos y accesibles, la

falta de informacidon acerca de los sintomas que pueden ser criticos y requieren de atencion
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inmediata, la aparicion de afecciones como anemia apléstica, cancer, problemas cardiacos o de
sistema nervioso, incluso decesos, que no son vinculados directamente como resultado de la
exposicion cronica a estas sustancias. A todo esto ahora hay que agregar el uso para el suicidio y
el homicidio que en México alcanza actualmente cifras significativas (Lopez et al.1987,

Restrepo 1988, Stellman y Daum 1973, Albert 2005, Villena et al. 2007)
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I3 PLAGUICIDAS: CARACTERISTICAS, MODO DE ACCION Y EFECTO.

Un plaguicida es una sustancia o mezcla de ellas que se destina a controlar cualquier plaga
incluidos los vectores que transportan enfermedades humanas y de animales, las especies no
deseadas que causan perjuicio o que interfieran con la produccion agropecuaria y forestal, por
ejemplo, los que provoquen dafio durante el almacenamiento o transporte de los alimentos u
otros bienes materiales, asi como los que interfieran con el bienestar del hombre y de los

animales (CICOPLAFEST 1998).

Los plaguicidas se pueden clasificar de diversas formas: de acuerdo con los organismos que
controlan (insecticidas y acaricidas, raticidas, fungicidas, herbicidas, nematicidas,
molusquicidas, aficidas); por su mecanismo de accion (ingestion, inhalacion o contacto); por su
toxicidad (desde relativamente inocuo hasta muy toxico) la cual es determinada en animales de
laboratorio por estimacion de la dosis letal 50 (DL50); por su persistencia (que puede ser baja a
muy alta) o por su estructura quimica (organoclorados, organofosforados, carbamatos,
piretroides, bipirilos, ditiocarbamatos, etc.) de la que dependen los mecanismos de accion de los

mismos (Chow 1987, CICOPLAFEST 1998, Garcia y Toala 2003, WHO 2004 ).

La peligrosidad de un plaguicida estd en funcién de sus propiedades fisicas y quimicas,
resaltando aquellas que le permiten dispersarse a través del aire, agua y suelo, de forma que se
puede distribuir ampliamente; su persistencia en el ambiente, pudiendo conservar casi intactas

sus propiedades toxicas o incluso potenciandolas, como resultado de degradacion influenciada
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por microorganismos, actividad quimica, pH, clima, etc.; su capacidad para penetrar a través de
las membranas celulares y almacenarse dentro de las células reaccionando con diferentes
sustancias intercelulares (enzimas, hormonas, material genético) o generando respuestas de
desintoxicacion cuyo resultado puede ser la produccion de sustancias genotdxicas. Todas estas
propiedades hacen de los plaguicidas compuestos sumamente peligrosos, que estdn en todo el
planeta e incluso han generado sus propios ciclos biogeoquimicos al ser transferidos del
ambiente a los seres vivos y entre éstos se transfieren a través de las cadenas alimenticias,
bioconcentrandose (algunos de ellos), generando serios problemas de salud a seres humanos,

animales y alterando los ecosistemas (Lopez et al.1987, Alpuche 1991, INE 2005).

Los plaguicidas brindan beneficio a la sociedad porque le permiten mejorar la produccion
agricola, pecuaria y forestal, controlar enfermedades epidémicas, evitar el deterioro de diversos
elementos de fabricacion o procesamiento industrial (papel, madera, pinturas, telas, alimentos,
etc.) y de uso doméstico (jabones, desodorantes, insecticidas, productos de jardineria,
pegamentos, etc.), mismos que son o contienen plaguicidas; sin embargo la utilizacion
desmedida e irracional de ellos y sobre todo, la seleccion de productos muy toxicos por encima
de otros menos nocivos y el dejar de lado las técnicas tradicionales y alternativas, ensombrece
los beneficios por la gravedad de los efectos toxicos. Algunos aspectos negativos que su mal uso
conlleva son: eliminacion de predadores naturales de las plagas; desarrollo de resistencia en los
organismos que son objeto de la lucha quimica; alteracion del equilibrio ecologico al eliminar
eslabones de la cadena trofica; aparicion de nuevas plagas por ausencia de predadores o
competidores; acumulacion de plaguicidas en el suelo o en las aguas; envenenamiento de

especies provocando reduccion en la diversidad y graves problemas de salud al hombre,
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generados por la continua exposicion de toda la poblacion a los mismos (Bouguerra 1986, Lopez

et al.1987, Pastor et al. 2001).

Los dafios que pueden causar los plaguicidas pueden ser por toxicidad aguda que produce efectos
adversos en menos de 24 horas después de la exposicion y causar sintomas que pueden incluso
pasar inadvertidos como nauseas y mareos, lesiones en ojos y piel, neurologicas, hepaticas,
renales, pulmonares y la muerte inmediata. Los dafios se manifiestan en los sistemas inmune,
nervioso, endocrino y reproductor y en el ADN (Garcia y Toala 2003, Costa et al. 2006);
toxicidad subcronica se observa tras la absorcion de repetidas dosis en un periodo de
aproximadamente 1 a 3 meses y toxicidad crénica como resultado de exposicion continua a bajas
dosis de plaguicidas durante largos periodos de tiempo, se produce en exposicién ocupacional o
cuando los plaguicidas se dispersan en el ambiente y toda una comunidad puede ser afectada.
Los efectos pueden incluir gran variedad de alteraciones bioquimicas, fisiologicas y
morfologicas que terminan dafiando todos los aparatos y sistemas del organismo. Los efectos
mas importantes se ubican en los sistemas nervioso central, reproductor, inmunoldgico, asi como
la aparicion de cancer, mutaciones y malformaciones congénitas (SEMARNAP 1996). La
manifestacion especifica de éstos y la gravedad dependen del tipo de plaguicida, de su

concentracion, del tiempo de exposicion y de la susceptibilidad individual.

La exposicion ocupacional a plaguicidas ha sido asociada con distintas enfermedades neoplésicas
causadas por su efecto mutagénico en el material genético. Un aumento significativo de casos de
cancer fue encontrado en la incidencia de leucemia, de multiples mielomas, linfomas no

Hodgkin, linfomas Hodgkin, sarcoma de tejido blando, cancer de pulmoén, estobmago, higado y
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vejiga (Zeljezic y Garaj-Vrhovac 2001, Grover et al. 2003, Costa et al. 2006) Se ha asociado a
atrazina, 2,4-D, glifosato y diazinon (herbicidas e insecticidas autorizados en México) con un
incremento en el riesgo de contraer cancer de ovario, seno, cerebral, leucemia y linfoma no-
Hodgkin. Entre los plaguicidas probados en animales de laboratorio se ha encontrado que son
carcinogénicos el aldrin, captano, tetracloruro de carbono, clorambeno, clordano, clorobencilato,
DDT, dialato, dibromocloropropano, dieldrin, heptacloro, nitrofeno, tetraclorovinfos, toxafeno,
entre otros y teratdogénicos el aldrin, azinfosmetilo, captafol, captano, carbaril, diazinona,
diclorvos, dicroptofos, dieldrina, dimetoato, endrin, folpet, maneb, paration, fosmet, 2,4,5-T,

tiram, triclorfon y trition (Lopez et al.1987).

En el medio laboral la principal forma de entrada de éstas sustancias al organismo es por la piel,
seguida del pulmon. Por difusion pasiva los plaguicidas atraviesan el estrato corneo o el epitelio
alveolar, distribuyéndose en el organismo por via sanguinea. Los compuestos liposolubles se
unen a las proteinas plasmaticas o permanecen disueltos en la sangre y segun su afinidad se fijan
en organos o tejidos especificos como higado, rifiones, tejido adiposo, sistema nervioso. Al
entrar a las células son metabolizados transformandose en sustancias quimicamente inactivas o
de reducida toxicidad que pueden ser hidrosolubles y eliminarse por la orina o ser transformados
en metabolitos toxicamente mas activos que el compuesto original, con cierta afinidad por el

ADN y con capacidad mutagénica importante (Ramirez y Lacasafia 2001).

Los principios activos de los plaguicidas organoclorados o sus metabolitos actiian sobre el

sistema nervioso central alterando las propiedades electrofisioloégicas y enzimaticas de las
. « g . + + ,

membranas neuronales, provocando alteracion en la cinética del flujo de Na™ y K™ a través de la
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membrana de la célula nerviosa (Narahashi et al. 1992), resultando en la propagacion de
potenciales de accion multiples para cada estimulo (Ferrer 2003), causando sintomas como
convulsiones y en intoxicaciones agudas la muerte por paro respiratorio (Tordoir y Van Sittert
1994). Se bioconcentran en el tejido graso, transfiriéndose a través de las cadenas alimenticias y

de la leche materna (Garcia y Toald 2003).

Los insecticidas organofosforados son neurotoxinas que inhiben la actividad de la
acetilcolinesterasa, lo que provoca la acumulacion de grandes cantidades de acetilcolina en las
sinapsis nerviosas, resultando que las células que estan en sinapsis no se separan y el estimulo
nervioso se mantiene como si estuvieran mandando mensajes constantemente. Esto causa
excitacion del sistema nervioso, pardlisis o la muerte. Estas sustancias se pueden transformar en
metabolitos més toxicos por oxidacion del plaguicida en las células hepaticas aumentando su
potencial toxicidad (Lopez et al. 1987, Stellman y Daum 1973, WHO 2004). También inducen
estrés oxidante y generan especies de oxigeno reactivo in vivo e in vitro, se ha descrito que
tienen propiedades alquilantes sobre las bases nitrogenadas del ADN; ambos mecanismos
pueden causar dafio genotoxico (Fest y Schmidt 1973, Bagchi et al. 1995) y teratogénico (WHO

2004).

Los carbamatos inactivan a la acetilcolinesterasa a través de la carbamilacion de la enzima
mediante la unién covalente de los grupos electrofilicos carbamoil en los sitios estéricos de la
enzima (Moutchen-Dahmen et al. 1984). Los sintomas de intoxicacion son los mismos que para
los organofosforados, pero la inactivacion enzimatica se revierte en menos de una hora con lo

que la recuperacion se hace mas rapida.
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La piretrina, compuesto activo de los piretroides, afecta el sistema nervioso central e induce
neurotoxicidad por modificacion en la dindmica de los canales de sodio de la membrana de la
célula nerviosa, provocando el incremento de su tiempo de apertura y prolongando la corriente
de sodio a través de la membrana, proceso asociado con la produccion de potenciales de accion
en los nervios, pudiendo conducir a hiperexcitacion neuronal. Los piretroides también inhiben a
la ATPasa Na'/K" en la membrana neuronal perturbando los gradientes de sodio y afectando la

liberacion de otros neurotransmisores (He 1994, Kakko et al. 2003).

Los plaguicidas organofosforados (derivados de agentes neurotdxicos desarrollados durante la
Segunda Guerra Mundial) junto con los carbamatos y piretroides, son los mas utilizados en la
actualidad. Son poco persistentes, no tienden a acumularse en los tejidos grasos y se pueden
eliminar por la orina, sin embargo son mas tdxicos que los organoclorados. En los paises
industrializados, los piretroides sintéticos se utilizan ampliamente en Iugar de los
organofosforados, sin embargo, son mas caros por lo que los compradores de paises en
desarrollo con frecuencia prefieren adquirir los organofosforados u organoclorados por ser mas

baratos, aunque sean mas peligrosos (Ramirez y Lacasafia 2001, WHO 2004).
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III.4 PRUEBAS PARA LA DETECCION DE DANO GENETICO

ANALISIS DE MICRONUCLEOS Y ENSAYO COMETA

Para la deteccion de dafio genético se hace uso de los biomarcadores que son los cambios
bioquimicos, fisioldégicos o morfoldgicos medibles que se producen en un sistema bioldgico y se
interpretan como reflejo o indicador de la exposicion a un agente toxico; evaliian la magnitud de
respuesta del organismo frente al mismo y mas o menos cuantifican especificamente la
exposicion, el efecto biologico temprano y la susceptibilidad (Garte y Bonassi 2005, Moller

2006).

La importancia del resultado en los estudios de biomarcadores es su utilidad al indicar el dafio
provocado por algin agente toxico, las probables consecuencias de la exposicion y el riesgo de
adquirir enfermedades producto de la misma, con lo que se generan elementos para fundamentar
decisiones de intervencion a nivel individual e incluso ambiental y cuyo alcance puede
involucrar a distintas esferas de la sociedad. En este sentido, se clasifican en biomarcadores de
exposicion (miden el dafio causado por algun agente que afecte la salud), de efecto (indican el
riesgo de adquirir alguna enfermedad como resultado de la exposicion a alguna sustancia
genotoxica) y de susceptibilidad (detectan genotipos responsables de variacion interindividual
que determinan las diferencias en la habilidad de los individuos para activar o desintoxicar

agentes genotoxicos) (Albertini et al. 2000, Moller 2006, Heuser et al. 2007).
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ANALISIS DE MICRONUCLEOS

El analisis de micronucleos es uno de los biomarcadores de genotoxicidad mas frecuentemente
empleado en mamiferos y en la actualidad se utiliza para la evaluacion de exposiciones
ocupacionales a mutagenos (Martinez-Valenzuela y Gomez-Arroyo 2007). Es un biomarcador de
efecto que puede reflejar exposicion a agentes con modo de accion clastogénico o aneugénico
(Albertini et al. 2000) y es considerado una medida cuantitativa de dafio cromosémico

correlacionada con la incidencia de cancer en poblaciones humanas (Tolbert et al. 1992).

Los agentes clastogénicos causan alteraciones cromosdmicas de tipo estructural, provocando
lesiones a los cromosomas que dan como resultado (a) anillos o fragmentos cromosémicos sin
centromero (acéntricos) que en la anafase no interactiian con las fibras del huso mitético y por lo
tanto en la telofase no se incorporan a los nucleos de las células hijas; (b) anillos o fragmentos
con centromero (céntricos) en los que éste se encuentra dafiado, alterando el cinetocoro o bien
las fibras del huso acromatico, lo que provoca retraso en la migracion de estos fragmentos hacia
los polos del huso mitético quedando fuera de los nicleos hijos. Estas dos situaciones también se
presentan con cromosomas completos, en los que el dafio es causado por agentes aneugénicos,
presentandose aberraciones cromosomicas de tipo numérico causadas por pérdida del centrémero
o afectacion del mismo (con o sin disyuncion), dando como resultado cromosomas céntricos que,
por las mismas razones que en el caso de los fragmentos, tampoco se pueden incorporar a los
nucleos de las células hijas. En todos los casos, el material genético no incluido en los nucleos de
las células hijas, queda en el citoplasma y una porcidn de éstos se rodean de membrana nuclear y

aparecen en la interfase como pequeios nucleos que por ser de menor tamano que el nucleo se
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les llama micronticleos. En general los de menor dimension son resultado de la accion de
clastogenos y los grandes de aneuploidogenos, sin embargo puede haber cromosomas completos
pequefios que, por tanto, produzcan micronucleos de tamafio reducido (Zalacain et al. 2005,

Celik y Kanik 2006, Martinez-Valenzuela y Gomez-Arroyo 2007).

Los micronucleos con ADN fragmentado pueden originarse por otros procesos, entre los que se
incluyen ruptura de puentes anafasicos, expulsion de brotes nucleares, replicacion sobre una
plantilla de ADN dafiada, baja condensacion en regiones de la heterocromatina debido a
hipometilacion del ADN, desespirilacion de ADN satelital, hipermetilacion de regiones génicas
vinculadas con arresto del ciclo celular o del huso mitético, silenciamiento o pérdida de funcion
de genes involucrados en reparacion de ADN; los micronticleos con cromosomas completos
también se pueden formar como resultado de fallas en el huso mitotico, cinetocoro u otras partes
del aparato mitdtico, alteraciones en la fisiologia celular y desorganizacién mecanica del aparato

mitotico (Albertini et al. 2000, Fenech 2007).

El ensayo es practico, universalmente validado y accesible tecnoldgicamente, util para evaluar la
inestabilidad genética inducida por los agentes genotoxicos (Zalacain et al. 2005) facil, rapido y
de bajo costo. Se puede usar para estudios in vitro e in vivo, en diversas especies (animales y
vegetales) y tejidos (sanguineo, epiteliales, germinales, entre otros) obteniendo las muestras por

métodos no invasivos (Fenech 2000, Nersesyan et al. 2006).

El ensayo de micronucleos con bloqueo de la citocinesis es la técnica mas frecuentemente usada,

se aplica a cultivos de células, por ejemplo linfocitos, los que se siembran en presencia de un
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mitégeno y cuando han completado una division nuclear son bloqueados antes de la citocinesis
con citocalasina-B (inhibidor de la polimerizacion de actina), posteriormente se lleva a cabo la
cosecha celular, durante la que se puede someter a las células a un choque hipotdnico
favoreciendo que se hinchen los citoplasmas, posteriormente son distribuidas directamente o
centrifugadas en los portaobjetos, fijadas con metanol-acido acético, tefiidas (con colorantes
especificos para ADN como tincion de Fuelgen, naranja de acridina, DAPI o yoduro de propidio
0 con una tincién no especifica como Giemsa, May-Griinwald-Giemsa u orceina) y por ultimo se
visualizan al microscopio para ser evaluadas. Cuando se colectan células en crecimiento, como
las de mucosa bucal, el cultivo no es requerido, las células colectadas por raspado o
centrifugacion (en el caso de la orina) son distribuidas directamente en los portaobjetos, o
suspendidas en amortiguador, centrifugadas y colocadas en portaobjetos, posteriormente, en
ambos casos son fijadas (antes o después de ser colocadas en los portaobjetos), tefiidas y
observadas. Solo en el primer caso las células son identificadas por ser binucleadas. En general
se cuentan de 1,000 a 2,000 células en linfocitos y de 3,000 a 5,000 en células epiteliales
(Albertini et al. 2000, Fenech 2000, Zalacain et al. 2005, Celik y Kanik 2006, Nersesyan et al.

2006).

Para el analisis de los micronucleos y de otras alteraciones celulares observadas con este ensayo,
hay criterios establecidos por Tolbert et al. (1992) y Sarto et al. (1987). Puede ser considerada
Unicamente la presencia de los micronucleos (biomarcador de dafio cromosdémico y/o pérdida de
cromosomas completos) o también podria hacerse el registro de la presencia de células
binucleadas que en tejidos de descamacion se considera biomarcador de toxicidad, cariolisis y
cariorresis son biomarcadores de apoptosis, el efecto de huevo roto es un marcador de

genotoxicidad y muerte celular bajo la forma de necrosis o apoptosis (ambas se manifiestan
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como picnosis, cromatina condensada cariolisis o cariorrexis) (Fenech 2000, Zalacain et al.

2005, Celik y Kanik 2006, Nersesyan et al. 2006).

Los factores que pueden alterar la frecuencia de microntcleos son edad, sexo, en las mujeres la
entrada en la menopausia y el posible desarrollo de osteoporosis (Landi et al. 2000), adiccion al
tabaco, déficit de folato y de vitamina B12, suplementar la dieta con agentes antioxidantes como
vitamina E, vitamina C, caroteno, ginseng ¢ incluso infusiones de té (Lee et al. 1998), ademas

del manejo adecuado de la técnica y de las muestras.

Muchos investigadores contribuyeron al desarrollo del ensayo de analisis de micronucleos. Fue
propuesto independientemente por Heddle (1973) y Schmid (1975) la medicidon de micronucleos
en poblaciones en division celular para determinar dafio cromosémico in vivo (Fenech 2000) y
como un sistema para evaluar el riesgo potencial de la exposicion a agentes genotoxicos. En
1976, Countryman y Heddle proponen el uso de la técnica como medida de dafio cromosémico
sobre cultivos de linfocitos humanos (Zalacain et al. 2005). Stich et al. (1983) desarrollaron un

protocolo para el ensayo de microntcleos con células de exfoliacion de mucosa oral.

Mas tarde el ensayo es mejorado por Fenech y Morley (1985), quienes desarrollaron la técnica

del bloqueo de la citocinesis con citocalasina-B cuya funcion es impedir la citocinesis celular.
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Miller et al. (1998) ponen a consideracion sustituir el ensayo de aberraciones cromosémicas por
el de micronucleos, al haber encontrado en un estudio realizado por ellos, resultados consistentes

para ambas pruebas (Basso y Russo 2000).

Posteriormente se introduce una serie de modificaciones para determinacion de dafio mas
especifico, por ejemplo la utilizacién de inmunofluorescencia para la localizacion de regiones
centroméricas en los micronucleos, lo que permite discriminar entre agentes quimicos
clastogénicos y aneugénicos (Basso y Russo 2000); la sintesis de ADN in situ con cebadores
(PRINS) propuesta por Koch et al. (1989) y Gosden et al. (1991) utilizada para la localizacion
citogenética de secuencias de ADN, para diferenciar tres tipos de micronucleos: (a) los que son
inducidos por rupturas cromosdmicas, (b) los que provienen de una mala segregacion de las
cromatidas completas (c) los que son resultado de mala segregacion de cromosomas completos

(Basso y Russo 2000), entre otras.

El ensayo de micronticleos es validado a nivel mundial en 1999 y considerado biomarcador
efectivo de dafio en el ADN a través del programa internacional de micronticleos humanos
(HUMN: Human MicroNucleus Project), disefiado por Michael Fenech y Stefano Bonassi

(Zalacain et al. 2005, Moller 2006).

El andlisis de microntcleos ha evolucionado en un robusto ensayo para dafio genético con
aplicaciones en ecotoxicologia, nutriciéon, pruebas de sensibilidad a radiaciones y de
determinacion para riesgo de contraer cancer, optimizacion de radioterapia, biomonitoreo de

poblaciones humanas y prioritariamente para pruebas de nuevos farmacos y otros agentes
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quimicos como disolventes organicos, metales pesados, plaguicidas, entre otros (Celik y Kanik

2006, Heuser et al. 2007)

ENSAYO COMETA

El ensayo de electroforesis alcalina en gel de célula inica o ensayo cometa es un método para
deteccion de dafio genotdxico a partir de la migracion del ADN alterado por los agentes
genotoxicos. Es considerado un biomarcador de exposicion debido a que el efecto detectado
puede ser reparable aunque se estan haciendo esfuerzos para desarrollarla como una herramienta

para medir riesgo, es decir como biomarcador de efecto (Moller 2006, Heuser et al. 2007).

Es un método relativamente simple en su desarrollo (Olive y Banath 2006) y econdémico en el
uso de materiales con respecto a otras técnicas (Rojas et al. 1999), se le considera de alta

sensibilidad para detectar dafio al ADN a nivel de células individuales (Manas et al. 2006).

Su realizacion es rapida, requiere pequefias muestras de células que pueden ser obtenidas de
diversos tejidos por procedimientos no invasivos, es posible aplicarla a una variedad muy amplia
de organismos y de tipos celulares para estudios in vivo o in vitro. Las células pueden ser
proliferantes o no proliferantes somaticas o reproductoras (Rojas et al. 1999, Speit et al. 2008).
Se ha aplicado en distintas especies tanto vegetales como animales (Avishai et al. 2003, Olive y

Banath 2006).
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El ensayo cometa alcalino consiste en obtener una suspension de células que son embebidas en
agarosa sobre un portaobjetos esmerilado y lisadas por detergentes y una alta concentracion de
sales con lo que el contenido celular es removido originandose “nucleoides”, en los que el ADN
liberado permanece altamente superenrollado. Posteriormente los portaobjetos son tratados en
condiciones alcalinas, lo que permite que el ADN se desenrede desde los sitios de ruptura de las
cadenas y en la electroforesis a pH alto los fragmentos de ADN, inducidos por los agentes
genotoxicos, migren al anodo de la camara. Subsecuentemente los portaobjetos son lavados con
una solucion neutralizante y tefiidos con un colorante fluorescente (como el bromuro de etidio)
que se une al ADN. Al visualizar bajo un microscopio de fluorescencia, las células que presentan
dafio en el material genético dan la apariencia de un cometa con una cabeza fluorescente brillante
y una cauda cuyo largo e intensidad de fluorescencia esté relacionada con la cantidad de rupturas
inducidas en el ADN por los agentes genotoxicos. Las caudas consisten de una serie de
fragmentos retenidos por una estructura altamente ordenada. Estos probablemente permanecen
conectados por regiones de cadena sencilla. Las células no dafiadas aparecen como nucleos
intactos (cabezas de cometa) sin caudas. Entre mas rupturas hay y mas grandes sean, mas intensa
es la fluorescencia en el ADN de la cauda (Collins et al.1993, McKelvey-Martin et al.1993,

Rojas et al. 1999, Faust et al. 2004).

Con este ensayo es posible detectar un amplio espectro de lesiones primarias al ADN tales como
rupturas de cadena sencilla, rupturas de cadena doble, uniones cruzadas ADN-ADN/ADN-
proteina, bases dafiadas por oxidacion, sitios alcalino labiles y sitios de reparacion de ADN
retardada o incompleta. Ha sido también empleado para visualizar degradacion de ADN debido a
necrosis y apoptosis (Singh 2000, Hartman et al. 2001, Rundell et al. 2003, Speit et al. 2008,
Collins et al. 2008), la deteccion de diferencias intercelulares en dafio y reparacion de ADN en
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virtualmente cualquier poblacion de células eucariontes, asi como también identifica
subpoblaciones resistentes o sensibles a agentes dafiinos para el ADN cuando se observan
resultados diferenciales en una poblacion homogénea o heterogénea de células del mismo tejido

(Mc Kelvey-Martin et al. 1993, Rojas et al. 1999, Albertini et al. 2000).

La evaluacion del dafio puede hacerse de forma visual o computarizada y hay muchas formas
para reportar efecto en el ADN por el ensayo cometa: nivel de daiio en frecuencia de células con
cometa o categorizado en escala por gradiente, longitud de la cauda, porcentaje de ADN en la
cauda, momento de la cauda y momento olive de la cauda, se encuentran entre los més utilizados
(Ashby et al.1995, Angelis et al. 1999, Rojas et al.1999, Albertini et al. 2000, Faust et al. 2004).

Actualmente se esta proponiendo cuantificar el nimero de lesiones por célula (Moller 2006).

El ensayo cometa después de 20 afios esta en fase de crecimiento con muchos nuevos usos cada
afio (Collins et al. 2008). Se ha aplicado en biomonitoreo humano ambiental y ocupacional, en
estudios sobre genotoxicidad por exposicion a agentes potencialmente mutagénicos, a nivel
clinico (en pacientes con cataratas, canceres, diabetes), efecto del estilo de vida, en la interaccion
entre dieta y consumo de antioxidantes sobre la carcinogénesis, anéalisis de alimentos irradiados
en ecotoxicologia, biologia de la radiacion, genotoxicidad ambiental y toxicologia genética

(McKelvey-Martin et al. 1993, Rojas et al.1999, Avishai et al. 2003, Wasson et al. 2008).

A pesar de las amplias aplicaciones e incremento en la popularidad del ensayo cometa, el

principal problema que enfrenta como una herramienta para estudios de biomonitoreo es la
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carencia de una metodologia de prueba estandarizada (Faust et al. 2004), sin embargo muchos

investigadores estan haciendo esfuerzos para resolverlo.

La cuantificacion de rupturas de cadena por dafio al ADN de células individuales fue
inicialmente desarrollada por Rydberg y Johanson (1978). Lisaron y embebieron células
individuales en agarosa sobre portaobjetos en condiciones alcalinas (pH > 12) para lograr el
parcial desenrollamiento del ADN, neutralizaron y tifieron con naranja de acridina y
cuantificaron el grado de dafo del ADN midiendo el radio de fluorescencia de verde (indica
rupturas de doble cadena enrollada de ADN) a rojo (rupturas de cadena sencilla enrollada de

ADN) usando un fotometro (McKelvey-Martin et al. 1993, Rojas et al.1999).

Posteriormente Ostling y Johanson (1984) desarrollaron una microelectroforesis en microgel con
el objetivo de mejorar la sensibilidad de deteccion del ADN dafiado en células aisladas. Fue la
primera version de la técnica neutra (McKelvey-Martin et al. 1993, Rojas et al.1999). En 1988
Singh y sus colaboradores desarrollaron una version modificada. La idea fue combinar
electroforesis de ADN en gel con microscopia de fluorescencia para visualizar la migracion de
las cadenas de ADN de células individuales embebidas en agarosa. La técnica aplicada fue mas
efectiva en la eliminacion de las proteinas celulares y en el desenrollamiento del ADN, lo que
permitié que en la electroforesis se evidenciaran ademas de las rupturas de doble cadena, las de
cadena sencilla, sitios alcalino labiles, sitios de reparacion retardada, necrosis y apoptosis (Rojas

etal. 1999).
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Olive y sus colegas (1990) desarrollaron versiones de la técnica neutra e introdujeron el concepto
de momento de la cauda para medir la cantidad de ADN migrado. Su técnica es idéntica en
principios y similares en la practica a la de Singh (1988), pero es menos sensible (Rojas et
al.1999, Olive y Banath 2006). Posteriormente Gedik et al. (1992) describieron la version

modificada del ensayo cometa utilizando enzimas para deteccion de dafio basal (Moller 2006).

Como tultima modificacion, Santos et al. (1997) describen el método que combina el ensayo
cometa con la hibridacion fluorescente in situ (FISH) para detectar sobre todo dafno en regiones
especificas de ADN vy reparacion en células individuales, aunque ésta técnica fue
simultaneamente desarrollada en otros dos laboratorios por McKelvey-Martin et al. (1998) y

Bock et al. (1999).

El dafio en el ADN es un evento relativamente comun en la vida de una célula. Frecuentemente
el material genético es alterado por cambios que surgen espontaneamente (errores en la
replicacion), endégenamente (metabolitos reactivos) o exdgenamente, después de la exposicion a
mutagenos ambientales o luz ultravioleta (Gillet y Schérer 2006). Estas alteraciones pueden
causar modificaciones simples de bases o cambios mas complejos incluyendo deleciones,
fusiones, translocasiones o aneuploidias que pueden conducir a mutaciones, cancer, cambios
degenerativos, envejecimiento de los organismos multicelulares y muerte de la célula o del

organismo (Sancar et al. 2004).

Los cambios en el ADN inducen diversas respuestas que activan a la célula para eliminar o

soportar el dafio o desencadenan un proceso de muerte celular programada con el que
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presumiblemente se eliminan las células con mutaciones potencialmente catastroficas. Las
reacciones de respuesta al dafo en el ADN incluyen: (a) restauracion de la continuidad de la
cadena doble de ADN por conjuntos de enzimas que reconocen y anulan el dafo; (b) activacion
de un punto de control del ADN danado, con detencion de la progresion del ciclo celular para
permitir la reparacion y prevenir la transmision de cromosomas dafiados o incompletamente
replicados; (c) respuesta transcripcional, la cual causa cambios en el perfil de la transcripcion
que pueden ser benéficos a la célula; y (d) apoptosis, con la que se elimina a las células
excesivamente dafiadas o seriamente desreguladas. Los mecanismos de reparacion del ADN
incluyen inversion directa del dafio, reparacion por escision de bases, reparacion por escision de
nucledtidos, reparacion por apareamiento desigual (“mismatch’), reparacion de uniones cruzadas

y reparacion de rupturas de cadena doble (Sancar et al. 2004).

El dafio causado por radiaciones ionizantes, productos quimicos, radicales libres, agentes
reductores, alquilantes u oxidantes o como resultado de procesos metabolicos celulares entre los
que se pueden encontrar replicacion y recombinacion anomalas, estrés oxidante, estructuras
intermediarias de los procesos de reparacion o metabolitos secundarios que se forman en las
c¢lulas como respuesta del organismo ante la entrada de alguna sustancia toxica, pueden oxidar,
reducir o fragmentar a las bases nitrogenadas formando fotoproductos, dimeros, aductos o
inducir la formacion de sitios abasicos (AP); romper las cadenas del ADN, formar uniones intra

¢ intercatenarias de ADN/ADN 6 de ADN/proteinas (Sancar et al. 2004, Gillet y Schérer 2006).

Todas estas lesiones son facilmente reparadas por las células en minutos o en horas (Faust et al.

2004, Olive y Banath 2006, Glei et al. 2008), por lo que algunos investigadores como Wasson et
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al. (2008) cuestionan su importancia al no relacionarse con una lesion significativamente letal o

mutagénica.

Con el ensayo cometa se detectan las lesiones que pueden ser reparadas, pero también las que no
son reparadas y que pueden conducir al desarrollo de anormalidades en los cromosomas como
una consecuencia directa y manifestacion del dafio al ADN, por ejemplo, fragmentos de
cromosomas pueden resultar de rupturas de doble cadena no reparadas y rearreglos
cromosomicos de rompimientos de cadena de ADN mal reparadas. La pérdida y no disyuncion
de cromosomas probablemente son causados por defectos en el huso, en el centromero o como
una consecuencia de baja condensacion de la estructura cromosomica antes de la metafase
(Fenech 2000). La expresion de estos dafios puede observarse bajo la forma de presencia de

micronucleos, puentes nucleopldsmicos, necrosis o apoptosis.

Es de resaltar que no toda la gente expuesta a agentes genotoxicos responde de la misma forma.
Mientas que unas personas pueden presentar procesos de carcinogénesis, otras son resistentes a
la actividad de la sustancia dafiina. Esto es resultado de la gran variabilidad interindividual que
radica en la capacidad para activar o inactivar compuestos potencialmente genotoxicos y
carcinogénicos, la que estd probablemente influenciada por los polimorfismos de los genes que
codifican las enzimas del metabolismo xenobidtico (Heuser et al. 2007) de fase I (activacion) y
de fase II (inactivacion), ademas de que influyen en la capacidad de respuesta del sistema de
escision reparacion de nucleotidos (Gilet y Schirer 2006). En distintos estudios se ha logrado
identificar genotipos asociados con incremento en riesgo de cancer por exposicion a agentes

genotoxicos (Costa et al. 2006).
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IV. OBJETIVO

Estimar el posible dafio genotdxico causado por exposicion crénica a mezclas complejas de
plaguicidas en trabajadores agricolas del Municipio de Tlapehuala, Estado de Guerrero, a
través del analisis de microntcleos y de la electroforesis unicelular alcalina o ensayo cometa,

utilizando células de mucosa oral y comparar la efectividad de uso de esas dos técnicas..
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V. HIPOTESIS

Los plaguicidas son considerados agentes quimicos mutagénicos potenciales que generan en los
individuos expuestos alteraciones a nivel génico o cromosémico (Bolognesi 2003) por lo que se
espera que la exposicion cronica a mezclas complejas de plaguicidas muestre altos niveles de

dafio genético que podran ser detectados con el ensayo cometa y el analisis de microntucleos.
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VI. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo forma parte de una investigacion realizada por la profesora de la Universidad
Autoénoma de Guerrero, Yolanda Carbajal Lopez bajo la direccion de la Dra. Sandra Luz Gémez
Arroyo, en la que se evalud la exposicion cronica a mezclas complejas de pesticidas en tres

municipios de la region de Tierra Caliente, estado de Guerrero: Arcelia, Ajuchitlan y Tlapehuala.

El estudio global involucré a 161 personas divididas en dos grupos. El primero constituido por
62 trabajadores agricolas del municipio de Arcelia, 13 de Ajuchitlan y 36 de Tlapehuala que han
estado expuestos a diversos plaguicidas. El grupo no expuesto, formado por 50 personas, fue
seleccionado de pobladores del mismo estado de la region mas cercana y lo mas similar posible a
las poblaciones expuestas a los plaguicidas con la diferencia de que no tenian contacto con este
tipo de agroquimicos o a alguna otra sustancia o factor genotoxico que pudiera afectar los

resultados.

Para la seleccion de los individuos que formaron parte de los grupos de estudio se realizé un
analisis minucioso con los diferentes datos que fueron recabados en las localidades y, con el
proposito de obtener la informacion mas detallada posible de los grupos objeto de estudio acerca
de su actividad laboral y caracteristicas personales, se les aplicd un cuestionario confidencial,
sobre demografia, estado de salud, habitos de consumo, exposiciones peligrosas, ocupacion,
productos utilizados y medidas de proteccion empleadas en la manipulacion y aplicacion de estos
agroquimicos (anexo 1). Los individuos fueron seleccionados con base en las caracteristicas de

exposicion a plaguicidas y debido a que estas zonas no han sido estudiadas.
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A todas las personas que participaron en el estudio se les informo de los objetivos del mismo y
se les solicitd autorizacion por escrito para el analisis de las muestras bioldgicas. La informacion
de los resultados obtenidos fue transmitida a los médicos que les hicieron su historial y estos
fueron los responsables de informar a los pacientes acerca de su situacién y, en su caso,
recomendar medidas que puedan prevenir dafos mayores, como modificacion de su dieta,
habitos, medidas de proteccion e higiene personal vinculada con el manejo de los plaguicidas.
Las muestras de epitelio bucal que se obtuvieron fueron tomadas, trabajadas y analizadas de

enero del 2007 a julio del 2008.

Mi participacion en este estudio (en tanto la opcion de Titulacion es actividad de apoyo a la
investigacion) fue trabajar con las muestras de mucosa oral colectadas por la profesora Carbajal
en el municipio de Tlapehuala, realizando el ensayo cometa y el andlisis de micronucleos de 36
trabajadores agricolas expuestos a plaguicidas del municipio de Tlapehuala y 20 testigos de la
region. Del total de muestras colectadas para el ensayo cometa, solo trabajé una parte, debido a
que la profesora Carbajal habia avanzado en la revision de las mismas; el andlisis de

micronucleos se realizd en todas las muestras.

Una vez adquiridos los procedimientos basicos, desde preparacion del material, de las sustancias,
manejo de los aparatos, de las técnicas, lectura de las laminillas para ambas técnicas e
interpretacion de los resultados, se inicid la observacion de las muestras colectadas en
Tlapehuala, mismas que habian sido elaboradas y solo hacia falta, en el caso del ensayo cometa,

tefiir y leer las laminillas y en el caso de los micronucleos observar al microscopio las células
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fijadas y tefiidas para obtener los resultados. El trabajo de laboratorio fue realizado del 20 de

febrero al 11 de julio de 2008, cubriendo un total de 416 horas.

Ubicacion del area de estudio

El municipio de Tlapehuala esta ubicado en la region de Tierra Caliente, Estado de Guerrero, a
240 metros sobre el nivel del mar, entre los paralelos 18° 13"y 18 19" de latitud norte y los 100°

171"y 100° 34" de longitud oeste con referencia al meridiano de Greenwich (Figura 1).

Tiene una extension de 266.70 kildmetros cuadrados (0.42 % de la superficie estatal), de la que
el rio Balsas es el principal recurso hidroloégico, su clima es calido-subhumedo seco, con
temperaturas de 25 °C y 32 °C siendo el mes de mayo el mas caluroso y diciembre y enero los
mas frios. La mayor parte de su extension la componen zonas planas ocupando el 55 % del
territorio municipal, que comprenden extensos valles con alturas que oscilan entre los 250 y 300
metros sobre el nivel del mar en la cual se encuentra su principal actividad econémica que es la
agricultura. Entre sus principales cultivos destaca la produccion de maiz, sandia, sorgo forrajero,
ajonjoli, jitomate, chile, mango, platano, limon y papaya. Cuenta con 33 localidades, siendo la
mas importante Tlapehuala por ser la cabecera municipal (Gobierno del Estado de Guerrero
2001). Datos del XII Censo General de Poblacion y Vivienda de 2000 realizado por el Instituto
Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI), sefialan que la poblacion de este
municipio fue de 22,645 habitantes, de los cuales 10,802 son hombres y 11,843 mujeres, que
significa el 0.73 % del total de habitantes del estado, con una poblacion indigena que constituye

el 1.72 % con respecto a la poblacion total de esta region (INEGI, 2001).
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En las labores de cultivo, mantenimiento y cosecha se utilizan diversos plaguicidas. Los
testimonios proporcionados mediante comunicacion personal por los trabajadores agricolas a
través del cuestionario aplicado, indican que los plaguicidas de uso en la region son: el mata
todo, faena, coloso (glifosato), torddon (picloram), esteron, hierbamina, banvel (2,4-D),
gramoxone, dragéon (paraquat), malathion (malation), gesaprim (atrazina), tamaron
(metamidofos), fusilade (fluazifop-p-butil), karate (lambda cyalotrina), sansén (nicosulfuron),
furadan (carbofurdn), paration metilico, lannate (metomilo), tecto 60 (tiabendazol) y

cipermetrina (cipermetrina).

Analisis del dafio genotdoxico evaluado por el ensayo cometa

Toma de muestra y preparacion de laminillas. Se cubrieron dos portaobjetos esmerilados por
cada persona con NMA (agarosa de punto de fusion normal) al 1 %, de manera que se formara
una pelicula delgada y uniforme y se etiquetaron. Las muestras de epitelio bucal fueron
colectadas durante el dia de trabajo, previo enjuague bucal con agua, realizando un raspado de
cada mejilla con cucharillas estériles. Las células se resuspendieron en 50 pl de solucion
fisiologica (PBS) y fueron adicionadas a una alicuota de 50 uL. de LMPA (agarosa de bajo punto
de fusion) al 0.5 % mantenida en bafio de agua a 37 °C. Se mezclo todo suave y rapido y la
muestra fue transferida por goteo a un cubreobjetos, sobre el que fue colocado el portaobjetos
esmerilado con la monocapa de agarosa NMA. Las laminillas se pusieron en lamina fria durante
5 minutos para que solidificara la agarosa, se deslizé suavemente el cubreobjetos para retirarlo y
se introdujeron las muestras en una caja Koplin oscura con solucion de lisis final durante toda la
noche a 8 °C. La soluciéon de lisis fue preparada con cloruro de sodio (NaCl) 2.5 M, acido

etilendiamintetracético con dihidrato de sodio (Na,EDTA.2H,0O) 100 mM, hidroximetil-amino-
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metano [TRIS (Base)] 10 mM e hidroxido de sodio (NaOH) 200 mM disueltos en un volumen
determinado de agua desionizada y ajustados a pH de 10; media hora antes de usar fue

adicionado 1 % de Triton — X y 10 % de dimetil sulfoxido (DMSO).

Electroforesis unicelular alcalina. Las laminillas fueron sumergidas en soluciéon amortiguadora
alcalina a 4 °C, preparada con NaOH 300 mM y EDTA 1 mM y ajustada a pH 13, durante 20
minutos para permitir el desenrollamiento de las cadenas de ADN. Posteriormente se hizo el
corrimiento de las muestras en una camara electroforética horizontal durante 20 minutos a 25 V

ajustados a 300 mA y trabajando con luz amarilla.

Neutralizacion y fijacion. Se realizaron tres lavados de cinco minutos cada uno con amortiguador
neutralizante conteniendo TRIS 0.4 M a pH de 7.5. Las laminillas fueron fijadas con metanol
absoluto frio durante 5 minutos a 8 °C, secadas a temperatura ambiente y guardadas en una caja

de plastico oscura con ranuras. Todo este procedimiento se hizo con luz amarilla.

Tincion. Se realizd en presencia de luz amarilla para evitar que el fluorocromo utilizado sea
inactivado y con sumo cuidado dada la toxicidad del colorante. Se tifi6 cada laminilla con 75 pL
de una solucion de bromuro de etidio a una concentracioén de 0.2 mg/ml, se colocaron en camara

humeda oscura para evitar su desecacion y poder trasladarlas sin alterar al material genético.

Evaluacién del dafio al ADN. Las observaciones se realizaron en oscuridad en el microscopio de

fluorescencia Axiostar Plus Zeiss equipado con un filtro de excitacion de 515-560 nm y un filtro
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de barrera de 590 nm a 16X y 40X contando los primeros 50 nucleos y cometas que aparecieron
en cada preparacion. En total se contabilizaron 100 células por persona. Los parametros
evaluados fueron: frecuencia y porcentaje de células dafiadas/células sin dafio; longitud de la
cauda del cometa determinado a través del promedio de la migracion del ADN de las células
hasta los ultimos restos de ADN fragmentado; nivel de dafio al ADN clasificado hasta 4 niveles
donde el criterio utilizado fue el tamafio de la cauda de los cometas: nivel 0 corresponde al dafio
basal, nivel 1 de cometas que miden desde 1 hasta 99.99 um, nivel 2 de 100 a 199.99 pm, nivel 3
de 200 a 299.99 pum y nivel 4 de 300 um en adelante. Las “nubes” (cometas sin cabeza) no

fueron consideradas.

Analisis del dafio genotéxico evaluado por el analisis de micronucleos.

Toma de muestra. Las células de epitelio bucal fueron colectadas con un abatelenguas humedo
raspando la parte interna de las mejillas, usando uno para cada lado. El tejido fue distribuido de
forma homogénea en portaobjetos limpios y previamente desinfectados con etanol. Los frotis se

dejaron secar al aire y se etiquetaron.

Fijacion. A cada laminilla se le agregaron de tres a cinco gotas del fijador frio (metanol-acido

acético en proporcion volumen a volumen de 3:1) y se dejo evaporar a temperatura ambiente.

Hidrdlisis. Las preparaciones fueron sumergidas durante 10 minutos y de manera consecutiva en

cada una de las siguientes soluciones: agua desionizada, acido clorhidrico 1N (ambos a
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temperatura ambiente) y acido clorhidrico IN a 60 °C mantenido en bafio de agua.
Posteriormente se lavaron con agua destilada durante unos segundos y se dejaron secar a

temperatura ambiente.

Tincion. Este procedimiento debe realizarse en completa oscuridad y en campana de flujo
laminar para evitar que el reactivo sea inactivado por la luz y el contacto con los vapores por ser
toxicos. Las laminillas fueron tefiidas con la técnica de Fuelgen, siendo sumergidas en reactivo
de Schiff (preparado con fucsina basica, HCl 1N, metabisulfito de sodio PM 190.10 y carbon

activado) durante 90 minutos, enjuagadas con agua corriente, secadas al aire y guardadas.

Anadlisis de microntcleos. Las muestras fueron observadas en microscopio fotonico a 40X. Se
contaron 1,500 células por laminilla (3,000 por individuo) y la evaluacion del dafio estuvo
basada en la clasificacion de Tolbert et al. (1992). Se cuantificaron las células con estructura
cromosomica con membrana propia, microntcleos, células binucleadas, efecto de huevo roto,
picnosis, cariolisis, cariorresis, cromatina condensada y puentes nucleoplasmicos. Picnosis,
cariolisis, cariorresis y cromatina condensada fueron consideradas como indicadoras de
apoptosis y necrosis. Los micronucleos debian ser de menos de 1/3 del diametro del nucleo
principal, estar en el mismo plano de enfoque del nticleo, claramente separado de éste, tener una
estructura cromatinica similar a la del nucleo principal y una forma lisa oval o redondeada. Las
células con dos nucleos fueron contadas como binucleadas, los nucleos que aparecen apretados
con una banda Fuelgen negativa fueron considerados con efecto de huevo roto, los nucleos
comprimidos fueron evidencia de picnosis, la cariolisis se determin6 como disolucion nuclear en

la cual una reaccion negativa de Fuelgen mostr6 fantasmas de nticleos remanentes, los nticleos
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fragmentados en piezas irregulares se contaron como cariorresis, la cromatina nuclear agregada
se contabilizo en células con cromatina condensada y el puente nucleoplasmico se observo como

una conexion continua de nucleoplasma entre dos nucleos de una célula binucleada.

Cada vez que se tomaban las muestras se aplicaban ambas técnicas, primero la del ensayo
cometa hasta poner las laminillas en la solucion de lisis y posteriormente se obtenia la muestra
para el andlisis de microntcleos y se procesaba el material hasta la tincion, al dia siguiente se

terminaban de realizar las preparaciones para el ensayo cometa.

Las laminillas para ambos ensayos se guardaron en cajas para preparaciones biologicas, fueron
codificadas y analizadas en el Laboratorio de Citogenética del Centro de Ciencias de la
Atmosfera de la UNAM. Las del ensayo cometa se guardaron después de la fijacién y en el
laboratorio fueron tefiidas y evaluado el dafio genotoxico; en el caso de las de microntcleos se

guardaron tefiidas hasta su observacion.

Analisis estadistico de los datos. Fue calculado el promedio, la desviacion estandar y el error
estandar para cada biomarcador. Se aplico la prueba de t de Student para obtener la significancia
de las diferencias al comparar los valores promedio de los diferentes parametros del grupo
expuesto a los plaguicidas con el no expuesto. El nivel de significancia fue tomado como P <
0.05 para el analisis de micronucleos y del ensayo cometa, utilizando el programa Statistical. Las
tablas de frecuencia de los datos colectados, asi como las graficas fueron generadas usando el

programa Microsoft Office Excel 2003.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

Las personas del grupo expuesto son jornaleros del sexo masculino, que se contratan por
temporadas (la mayoria trabaja los dos ciclos agricolas), en distintos campos de cultivo, en los
que estan expuestos a mezclas complejas de plaguicidas y lo que resta del afio trabajan sus
tierras, si es que son propietarios, realizando labores de cultivo, mantenimiento y cosecha, para

las que también utilizan diversos agroquimicos.

Las caracteristicas individuales (Tablas 1 y 2) y generales de la poblacion estudiada (Tabla 3)
muestran que el promedio de exposicion a los plaguicidas fue de 9.94 + 11.58 (rango 1-57) afios,
teniendo una edad promedio de 33.39 + 20.73 (rango 13-83) afios. Ninguno de ellos fue
considerado fumador, ya que retomando el criterio de Grover et al. (2003) y Heuser et al. (2007),
es que fumen mas de 5 cigarrillos por dia. En cuanto al habito de beber alcohol, Castillo-Cadena
et al. (2006) consideraron como criterio el consumo diario de alcohol y ninguna persona bebe de
esa manera, por lo que no fueron considerados bebedores consuetudinarios. En general su
situacion socioeconémica es parecida, no han estado expuestos en el ultimo afio a rayos X ni a
medicamentos que puedan alterar los resultados y las medidas de higiene y seguridad que toman
para prevenir intoxicaciones o dafio genotdxico no son adecuadas, ya que carecen de equipo de
proteccion, aunque manifiestan, en su mayoria, que se cambian de ropa después de la aspersion,
dejandola en los campos agricolas o fuera de su vivienda y sefialan, que se lavan las manos antes
de consumir alimentos. En cuanto a su historial se detectaron 4 casos de aborto en 3 esposas de
trabajadores, lo que representa el 8.3 %. Los campesinos que cuentan con tierras de cultivo,

tienen almacenados plaguicidas, aunque los tienen fuera de sus viviendas.
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Para el grupo no expuesto, fueron seleccionadas 20 personas del sexo masculino, de forma que
coincidiera este aspecto con el grupo anterior. Los participantes en el estudio no eran de la
misma localidad, y en la seleccion de estas personas se priorizd el que no hubieran estado
expuestas a agentes genotoxicos al menos en el ultimo afio y que tampoco hubieran estado
expuestas a plaguicidas. La edad promedio fue de 38.5 + 14.23 (rango 15-65) afios (Tabla 3),
solo una persona resulté ser fumador, pero por ser estadisticamente irrelevante, se considerd que

no habia fumadores en la poblacion y ninguno de los bebedores fue consuetudinario.

Los plaguicidas a los que se expusieron los trabajadores son 20 productos diferentes, los que de
acuerdo a su principio activo se clasifican en organofosforados (27 %), piretroides (12 %),
carbamatos (12 %), piridinas (7 %), bipirilos (7 %), triazinas (7 %), sulfonilureas (7%),
arilofenoxipropionatos (7 %), acidos fenoxicarboxilicos (7 %) y metilbenzimidazol carbamatos
(7 %); de éstos son herbicidas el 46.5 %, insecticidas y acaricidas el 46.5 % y fungicidas el 7 %.
Los organoclorados han sido sustituidos por organofosforados, piretroides y carbamatos, que son
los de mayor uso actualmente, pero que han sido reportados en diversos estudios como positivos
para efecto genotdxico en células de mamiferos (Bolognesi 2003). Asi, si bien se estan usando
plaguicidas menos persistentes, esto ha sido en detrimento de la salud de los trabajadores
ocupacionalmente expuestos, por ser mas toxicos. El nivel de toxicidad de los plaguicidas es 7 %
del nivel I, del I y III es 26.5 % para cada uno y del nivel IV es 40 %, sin embargo es necesario
sefialar que algunos plaguicidas estan ubicados por CICOPLAFEST en una categoria diferente
con respecto al criterio de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA en inglés), por ejemplo la
toxicidad del metamidofos esta ubicada en el nivel II en México (CICOPLAFEST 1998) y en

Estados Unidos de América en el I (Pastor et al. 2001). No sdlo los principios activos pueden
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causar alteraciones genéticas, también pueden estar involucrados los disolventes orgénicos

utilizados en su preparacion (Joksic et al. 1997).

En distintos estudios se ha encontrado una asociacion entre exposicion ocupacional a mezclas de
plaguicidas y la presencia de aberraciones cromosomicas como un hecho que incrementa el
riesgo de cancer; se ha visto aumento en la proporcion de intercambio de cromatidas hermanas,
de micronucleos, de mutaciones cromosomicas y génicas y con el ensayo cometa se ha
encontrado, igualmente, dafio en el material genético (Joksic et al. 1997, Zeljezic y Garaj-
Vrhovac 2001, Grover et al. 2003, Faust et al. 2004, Castillo-Cadena et al. 2006, Costa et al.
2006, Sailaja et al. 2006, Ergene et al. 2007). En diversas investigaciones sobre exposicion a
plaguicidas o a mezclas de éste tipo de agroquimicos se menciona al 80 % de los plaguicidas a
los que estan expuestos los trabajadores agricolas de Tlapehuala encontrandose resultados
positivos para dano genético con los ensayos cometa, de analisis de microntcleos y/o
aberraciones cromosomicas (Tabla 4), del 20 % restante (picloram, fluasifop-p-butil y

nicosulfurén) no se encontr6 informacion en este sentido.

Los abortos reportados en las esposas de los trabajadores se explican con esta informacién, ya
que estan siendo expuestas a agentes teratogénicos y mutagénicos a causa de contaminacion
llevada al hogar, por los plaguicidas almacenados en el mismo o por otras causas. En otras
investigaciones se ha encontrado incremento significativo de abortos (Garcia 1998, Pastor et al.
2001) y se ha planteado que pueden jugar un papel importante en la induccion de

malformaciones congénitas (Marquez et al. 2005). Este es un elemento que podria mostrar que

48



existe dafio genético y por tanto que estos plaguicidas, en lo particular y/o en conjunto, son

genotoxicos.

El presente estudio se realizd con células de mucosa oral por ser un método de muestreo no
invasivo (y por ello mas facilmente aceptado por los trabajadores y personas no expuestas para la
toma de muestra), apto para la aplicacion del ensayo cometa y del andlisis de micronucleos
(Albertini et al. 2000), puede proveer de informacion acerca de alteraciones en el ntcleo para
detectar morfologia anormal. Puede ser particularmente util para monitoreo de poblaciones

humanas expuestas a agentes dafiinos (Celik y Kanik 2006).

Las células del epitelio de la mucosa oral estan constantemente expuestas a gran cantidad de
sustancias potencialmente genotoxicas (Suhas et al. 2004). Para el caso de los trabajadores de
Tlapehuala (dado que no utilizan equipo de proteccion) los plaguicidas durante la aspersion,
pueden ingresar al organismo por vias digestiva, respiratoria o ser absorbidos por la piel y a
través de los sistemas de distribucion de sustancias del cuerpo, llegar a la boca los ingredientes
activos o sus metabolitos, causando dafio genético en cualquier tipo de célula epitelial. Cuando
son afectadas las células de la capa basal, pueden generarse lesiones en el ADN que son
transformadas a microntcleos durante la division celular (Speit y Schmid 2006), los que se
heredan a las células hijas, algunas de las que se van diferenciando y originando a los estratos
espinoso y plano (Eliséiev et al. 1985), durando este proceso de 7 a 16 dias para emerger a la
superficie y exfoliarse (Speit y Schmid 2006). También puede causarse citotoxicidad

manifestindose bajo la forma de necrosis 6 apoptosis. Muchos de los plaguicidas son mutagenos
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vinculados al desarrollo de canceres (Ergene et al. 2007) y se ha observado que el 92 % de éstos

son de origen epitelial (Sailaja et al. 2006).

Como biomarcador de exposicion a los plaguicidas, se us6 el ensayo cometa por ser un método
confiable, con alta sensibilidad para la deteccién de dafio en el ADN (Moller 2006); como
biomarcador de efecto se utilizo el ensayo de micronucleos, por ser éstos un indicador de ruptura
y/o pérdida de cromosomas (Albertini et al. 2000, Fenech 2000) ademas de ser considerados una
medida cuantitativa de dafio cromosomico correlacionado con la incidencia de cancer en
poblaciones humanas (Celik y Kanik 2006). La aplicacion de dos métodos es congruente con la
sugerencia de Olive y Banath (2006) que sefialan la necesidad de comparar las mediciones del

ensayo cometa con otro tipo de biomarcador para interpretar la relevancia biologica del dafio.

Para el ensayo cometa se evaluaron 100 células por persona. Los resultados obtenidos con este
estudio, a nivel individual (Tablas 5 y 6) muestran que hubo un mayor dafio genético en los
trabajadores expuestos que en los no expuestos. Aplicando la prueba de t de Student a estos
datos, se encontr6 que el valor de la t de tablas (2.02) es menor que el calculado (5.011) para los
grupos de estudio, por lo que se puede rechazar la hipdtesis nula y aceptar la hipotesis alternativa
en el sentido de que las medias son diferentes. La probabilidad para que sea significativo fue de
0.000022, con un intervalo de confianza de 0.05. La grafica de cajas y bigotes, de histograma y
de puntos (Figuras 2 y 3) dan una vision completa de las distintas medias entre el grupo expuesto
y el no expuesto. En la grafica de puntos se observa que el nivel de dafio en el grupo expuesto
esta muy por arriba del no expuesto. La diferencia en las medias, por tanto es posible al efecto de

los plaguicidas sobre el grupo expuesto.
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La relacion entre los grupos expuesto y no expuesto con respecto a frecuencia y niveles de dafio
(figura 4) muestra que el nimero total de células alteradas en el grupo expuesto es
significativamente mayor que en el no expuesto, encontrandose una diferencia de 68 %. Con
respecto al dafio agrupado por niveles, en el grupo no expuesto el dano total (10.1 %), se
encuentra distribuido en un 38 % en el nivel 1 y 62 % en el 2, no habiendo ninguna célula con
dafio en los niveles 3 y 4. En el grupo expuesto la mayor proporcion de células alteradas se
encontro en el nivel 2 (72 %), seguido del nivel 3 (14 %), éste del 1 (11 %) y el 3 %
correspondio al cuarto nivel. Estos datos evidencian que el nivel de dafio en el grupo expuesto es
muy grande con respecto al no expuesto, siendo significativos los datos, excepto para el nivel 4,
tal vez debido a que s6lo 7 personas expuestas tuvieron dafio en esa magnitud (en la Figura 5 se

muestran microfotografias de los cometas observados).

La deteccion del dafio con el ensayo cometa se realizo a través del incremento en la longitud de
la cauda, considerando que la migracion del ADN es dependiente de la cantidad de lesiones
producidas en el nucleoide (Rundell et al. 2003). Asi, el incremento en la longitud de la cauda de
los cometas encontrados en los trabajadores agricolas expuestos, es resultado del dafio causado
por los plaguicidas o sus metabolitos sobre el ADN, provocado posiblemente por rupturas de
cadena sencilla o de cadena doble, formacion de aductos, uniones cruzadas ADN-ADN/ADN-
proteina, bases dafiadas por oxidacidn, sitios alcalino labiles y sitios de reparacion de ADN
retardada o incompleta (Rojas et al. 1999, Zeljezic y Garaj-Vrhovac 2001, Grover et al. 2003,
Faust et al. 2004). También puede producirse dafo de tipo clastogénico que cause aberraciones
cromosomicas, base para la formacion de micronucleos. Las lesiones producidas se pudieron
manifestar al desenrollarse el ADN a pH 13 y extenderse durante la electroforesis realizada en

las mismas condiciones alcalinas, mostrandose el dafio en la longitud de la cauda del cometa.
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Este tipo de alteraciones también pueden encontrarse en el grupo no expuesto por causas
intrinsecas (sexo, edad, envejecimiento) o extrinsecas por agentes dafiinos de exposicion
cotidiana como contaminantes en aire, agua y alimentos, dieta, ejercicio excesivo, habitos de

vida, entre otros (Rojas et al. 1999, Faust et al. 2004, Moller 2006, Wasson et al. 2008).

Es de considerarse que la mayor parte del dafio detectado con el ensayo cometa es reparable en
los primeros minutos u horas de producido, se han realizado estudios en los que después de
algunos meses de terminada la exposicion, el dafio detectado es menor debido a los procesos de
reparacion o de apoptosis como un proceso que elimina las células gravemente dafiadas
(McKelvey-Martin et al 1993, Faust et al. 2004, Sancar et al. 2004, Moller 2006, Collins et al.
2008, Glei et al. 2008), sin embargo a pesar de que muchas de las lesiones son reparadas, son un
indicador de la magnitud del dafio causado, en este caso por los plaguicidas. No todas las
lesiones son reparables, hay mutaciones que en su caracter de permanentes, pueden causar serias
enfermedades o incluso procesos de carcinogénesis, por lo que es importante el biomonitoreo
como una herramienta que permita la deteccion temprana de este tipo de afectacion para la toma
de conciencia acerca del dafio generado y la toma de decisiones para la aplicacion de medidas

preventivas.

Para el ensayo de micronucleos se analizaron 3,000 células por persona. Los resultados en lo
individual (Tablas 7 y 8) muestran un mayor dafio genético en el grupo expuesto con respecto al
no expuesto, considerando que el promedio de la frecuencia de micronucleos fue 3.24 veces mas
alta por persona. Aplicando la prueba de t de Student a estos datos, se encontr6 que el valor de la

t de tablas (2.02) es menor que el calculado (3.276) para los grupos de estudio, por lo que se
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puede rechazar la hipdtesis nula y aceptar la hipotesis alternativa en el sentido de que las medias
son diferentes. La probabilidad para que sea significativo fue de 0.0022, con un intervalo de
confianza de 0.05. La grafica de cajas y bigotes, de histograma y de puntos (Figuras 6 y 7)
proporcionan una visiéon completa de las distintas medias entre el grupo expuesto y el no
expuesto. En la grafica de puntos se observa que varias personas expuestas tuvieron mayor
frecuencia de microntcleos comparado con los no expuestos, aun cuando el 27.8 % de los
expuestos carecio de ellos. En el histograma es més clara esta diferencia, se observa un niimero
mayor de células sin micronucleos en el grupo no expuesto y en el expuesto es mayor la cantidad
de micronucleos por persona. La diferencia en los promedios es significativa, lo que permite
suponer que es debida al efecto toxico de los plaguicidas que causa dafio a las células (en la

Figura 8 se muestran microfotografias de las células observadas).

Se han realizado diversas investigaciones en trabajadores expuestos a plaguicidas aplicando el
ensayo de micronucleos, los resultados de este estudio se pueden ubicar dentro del rango de
micronucleos encontrados por otros autores. Lucero et al. (2000), Suhas et al. (2004), Sailaja et
al. (2006), Ergene et al. (2007), Heuser et al. (2007) utilizaron células de mucosa oral y tifieron
las preparaciones con colorantes especificos para ADN (tincion de Fuelgen, DAPI) encontrando
que en los grupos no expuestos los valores van de 0.2 a 2.0 micronucleos y en los expuestos de
0.5 a 2.57, resultados que coinciden con este estudio. Es importante sefialar que cuando se
utilizan colorantes no especificos para ADN (Giemsa 6 May-Gruenw) en células de origen
epitelial se obtienen valores 4 6 5 veces més altos debido a que se tifien, posiblemente, cuerpos
de queratina u otros artefactos que pueden ser malinterpretados como micronucleos,
conduciendo a resultados falsos positivos 0 a una sobreestimacion en la frecuencia de

micronucleos (Pastor et al. 2001, Celik y Kanik 2006, Nersesyan et al. 2006).
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La frecuencia de células con picnosis fue significativa, lo que puede ser sintoma de dafio
citotoxico causado por los plaguicidas en el grupo expuesto, en tanto que es parte de los procesos
involucrados en necrosis y apoptosis (Nersesyan et al. 2006). En cuanto a las demas alteraciones
el nivel de dafio encontrado comparado con el grupo no expuesto fue muy pequefio, cariolisis,
cromatina condensada y cariorresis no fueron significativas, sin embargo cuando a ¢€stas tres
alteraciones se les suman las células con picnosis, considerando que todos €stos procesos se
presentan en células con necrosis o apoptosis, se obtiene un indice alto en los expuestos con
respecto a los no expuestos (2.36 + 2.19 DE versus 0.70 + 1.08 DE), que resulto ser
significativo, lo que seria indicio de probable dafo citotoxico causado por los plaguicidas a los
trabajadores expuestos (Fenech 2000, Rundell et al. 2003, Zalacain et al. 2005, Celik y Kanik

2006, Nersesyan et al. 2006).

Con respecto a la frecuencia de células binucleadas -que en células de descamacidn se considera
biomarcador de toxicidad- (Celik y Kanik 2006) y de células con efecto de huevo roto, el analisis
estadistico mostrd que no hay diferencia significativa entre ambos grupos, debido tal vez en el
primer caso, al efecto de los plaguicidas en el grupo expuesto y en los no expuestos a la
influencia de factores como dieta, déficit de folato y vitamina B 12, habitos de estilo de vida, etc.
o de envejecimiento celular (Zalacain et al. 2005) y en el segundo caso a que sea un proceso

involucrado en la diferenciacion del tejido (Celik y Kanik 2006).

El aumento significativo en la frecuencia de microntcleos podria ser debido, principalmente al
efecto acumulativo de los plaguicidas con efecto clastogénico, aunque es probable que también

se manifieste actividad de otros con efecto aneugénico. Algunos plaguicidas a los que estan
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expuestos los trabajadores de Tlapehuala han sido reportados como mutagénicos (Tabla 4), por
lo que pueden alterar el material genético causando desde simples modificaciones de bases hasta
cambios complejos que al no haber sido reparados pudieron degenerar en aberraciones
cromosomicas estructurales. Los agentes aneugénicos pueden dafiar el aparato mitotico
ocasionando la formacion de micronucleos con cromosomas completos; los agentes
clastogénicos al romper el ADN causan deleciones, translocaciones, fusiones que pueden
contribuir a la induccién de microntcleos con restos de cromosomas acéntricos (Fenech 2000;
Faust et al. 2004; Glei et al. 2008). Se observo que los trabajadores con mas de 20 afios de
exposicion a las mezclas de plaguicidas en Tlapehuala (Tabla 9) presentan altos niveles de
células binucleadas, con micronucleos y células en necrosis y apoptosis (medidas como la
sumatoria de células con picnosis, cariolisis, cromatina condensada y cariorresis) con respecto a
los que han estado expuestos hasta 20 afios. Esto puede ser efecto del dafio acumulativo causado
al ADN por los plaguicidas de tipo clastogénico, ya que se ha reportado que la exposicion
continua a mezclas de plaguicidas puede resultar en un incremento acumulativo de dafo
cromosdmico causado, aparentemente, por este tipo de agentes (Bolognesi 2003, Marquez et al.

2005, Costa et al. 2000).

Los micronucleos son resultado de aberraciones cromosomicas, por ello son considerados
biomarcadores de efecto, su presencia indica la posibilidad de emergencia de enfermedades,
envejecimiento y sobre todo carcinogénesis (Fenech 2000, Faust et al. 2004, Glei et al. 2008),
también pueden indicar un decremento en la eficiencia de reparacion del ADN y un incremento
en la inestabilidad del genoma (Wojda et al. 2007), por ello resulta importante hacer uso de éste

biomarcador.
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Un factor que contribuye a incrementar el dafio genético es la carencia de ropa de trabajo
protectora. En algunos estudios se han obtenido resultados negativos aplicando distintas pruebas
de genotoxicidad y se atribuyen estos hallazgos al uso de equipo de proteccion (Bolognesi 2003,
Grover et al. 2003, Marquez et al. 2005, Bull et al. 2006). En el caso de los trabajadores
agricolas de Tlapehuala éste es un elemento que puede estar determinando los niveles de dafo

encontrados, ya que no tienen acceso a este tipo de equipo.

En diferentes investigaciones en las que se han aplicado estos ensayos, se ha descrito
concordancia en los resultados del ensayo cometa y en el analisis de micronticleos (Faust et al.
2004). En este estudio, se encontré que el dafio causado por los plaguicidas se manifesto en el
ensayo cometa en un alto nimero de rupturas, considerando que los distintos niveles de dafo
observados corresponden proporcionalmente a mayor efecto. Este resultado es congruente con el
aumento en la cantidad de microntcleos en el grupo expuesto. Estos hallazgos indican que los
plaguicidas causaron multitud de lesiones en el ADN, que pudieron ser rupturas de cadena
sencilla, rupturas de cadena doble, sitios alcalino labiles (que generan rupturas de cadena sencilla
al estar en presencia de un pH alcalino), sitios de reparacion retardada; muchas de ellas se
reparan, pero por los resultados del ensayo de micronucleos, se puede afirmar que hay dafio no
reparado que ha degenerado en aberraciones que propiciaron la aparicion de micronucleos o la

muerte de las células muy danadas bajo la forma de apoptosis o necrosis.

No se puede determinar el dafio causado por cada plaguicida dado que la exposicion es a mezclas
complejas. Cada agente toxico puede diferir en el tipo y nimero de lesiones inducidas al ADN y

en el efecto bioldgico que ellas causen. Cada droga, también posee sus mecanismos de accion,
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que al interactuar con otras pueden tener un efecto sinérgico, aditivo (acumulativo) o incluso
antagonico (Martinez-Valenzuela y Gomez-Arroyo 2007). Lo que se puede afirmar es que, estas
sustancias producen dafio genotdxico y citotdxico, que es detectado con el ensayo cometa y el
analisis de micronucleos, indicador —¢éste ultimo- de riesgo carcinogénico. No se puede decir que
las personas con altos niveles de dafio en ADN 6 con una cierta cantidad de microntcleos van a
desarrollar cancer, lo que se puede afirmar es que estan en riesgo de adquirirlo, de no modificar

la forma en la que se exponen a los plaguicidas.
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VIII. CONCLUSIONES

Los trabajadores agricolas del municipio de Tlapehuala, Guerrero expuestos a plaguicidas,
mostraron aumento significativo en el dafio ocasionado al ADN con respecto a las personas no
expuestas, evaluado con el ensayo cometa y el analisis de micronucleos, a través del aumento en

la longitud de la cauda de los cometas formados y en la frecuencia de micronucleos.

Los plaguicidas a los que estin expuestos, mostraron tener efecto genotoxico al provocar
multiples rupturas en el material genético, cuantificadas como un aumento en la migracion del
ADN, medida a través de la longitud de la cauda de los cometas formados; también se evidencio
la actividad de plaguicidas con efecto clastdgenico y aneuploiddégénico que pudieron inducir la
formacion de los micronucleos, como resultado de rupturas de cadena doble no reparadas, de

dafio al centromero, cinetocoro o fibras del huso acromatico.

No se puede determinar el efecto de cada plaguicida, los dafios pueden ser respuesta a actividad

individual o a una accion sinérgica o aditiva de las mezclas de plaguicidas.

El dafio al ADN evaluado con el ensayo cometa identifica peligro de exposicion, al mostrarse
lesiones que pueden ser reparadas, pero que son clara expresion de la magnitud de las
alteraciones, que en este caso resultaron ser significativas; con el andlisis de microntcleos se
manifiesta la posibilidad de que se puedan generar enfermedades, envejecimiento celular

prematuro o procesos de carcinogénesis por ser un biomarcador de efecto, utilizado incluso
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como prueba de inestabilidad genética e intermediarios en el proceso de carcinogénesis (Tolbert

et al. 1992, Zalacain et al. 2005).

Se mostrd que las células epiteliales de la mucosa oral son utiles en estudios de biomonitoreo por
presentar mucha sensibilidad para la deteccion de exposicion a agentes tanto genotoxicos como
clastogenos y aneuploidogenos, propiedad que puede ser atribuida a su potencial para expresar

una variedad de enzimas de activacion carcindgena (Faust et al. 2004).

El ensayo cometa como biomarcador de exposicion es un indicador importante de dafio al ADN,
y debido a sus caracteristicas es una herramienta 1til para estimar el riesgo genético de una
exposicion integrada para mezclas complejas de agentes quimicos (Bolognesi 2003). Por otro
lado, utilizar una prueba adicional como el andlisis de microntcleos, por ser un biomarcador de
efecto, confiable como indicador de rupturas y pérdida de cromosomas mostré ser adecuado, ya
que permite evaluar la magnitud y la relevancia bioldgica de los dafos causados por las

sustancias genotoxicas.

La trascendencia de éstos estudios radica en la posibilidad de brindar informacién acerca del
riesgo al que se exponen las personas en contacto con éstas sustancias, de forma que los
trabajadores y la sociedad tomen conciencia del problema y generen las formas en la que se ha
de resolver. En primera instancia utilizar equipo adecuado de proteccion, ya que se ha
demostrado que los trabajadores expuestos a plaguicidas de forma protegida, presentan menos
dafio en el ADN (Pastor et al. 2001, Bolognesi 2003); presionar para la prohibicion de

plaguicidas muy toxicos, como ha sucedido en otros paises; establecer normas y medidas reales
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de control hacia fabricantes, distribuidores y usuarios; desarrollar programas de concientizacion
para el uso y manejo de éstas sustancias; generar las condiciones para la reintroduccion de
técnicas tradicionales y alternativas para el control de plagas, pudiéndose combinar con la

aspersion de plaguicidas benévolos.
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Anexo 1.

Cuestionario aplicado a los trabajadores agricolas de Tlapehuala, Guerrero.

1. ¢(En su familia han tenido problemas de infertilidad, defectos de nacimiento o

cancer?

2. (Cuantos abortos, muertos antes de nacer, partos prematuros o hijos con bajo peso al

nacer ha tenido su esposa?

3. (Ha padecido alguno de los siguientes problemas: circulatorios
renales respiratorios digestivos dérmicos infecciones?

4. ;Ha presentado en los ultimos seis meses algunos de los siguientes sintomas:

Vision  borrosa nauseas vOmito dolor  abdominal
diarrea dolores de cabeza ?

5. (Ha tomado antibioticos en los ultimos meses? Si No  ;cudl?

6. ¢(Manipula directamente algiin plaguicida? [cuales?

7. (Aplica plaguicidas? [cuales?

8. (Con que frecuencia? un ciclo todo el afio

9. (Hace cuanto tiempo tiene contacto con plaguicidas?

10. ;Los guarda en su vivienda?

11. ;Consume alimentos después de aplicarlos?

12. ;Utiliza la misma ropa después de la aplicacion?

13. ;Esta en contacto con otro tipo de compuestos?

14. ;Le han tomado radiografias recientemente?

15. (Fuma cigarros? [cuantos al dia?

16. ;Consume alcohol? (con que frecuencia?

17. (Toma té o café? [cuantas tasas al dia?

18. ({Consume alguna droga? (cudl?

19. ;Consume carnes? jcuantas veces a la semana?

20. ;Consume vegetales? (Cuantas veces a la semana?
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Tabla 1

Caracteristicas individuales de la poblacion expuesta a plaguicidas

Numero de Edad (afios) Tiempo de Fumador Bebedor
individuo exposicion (cigarros/dia) (veces/mes)
(afios)
1 14 3 0 0
2 13 4 0 0
3 29 19 0 0
4 15 2 0 0
5 53 15 1 0
6 16 1 0 0
7 45 20 0 1
8 16 1 0 0
9 18 1 0 0
10 17 2 0 0
11 25 1 0.29 4
12 19 5 0 0
13 50 1 0.29 1
14 20 10 0 4
15 24 6 0 1
16 29 13 0 0
17 20 5 0 0
18 83 10 0 0
19 39 20 0 1
20 40 12 0 1
21 54 40 0 0
22 66 57 0 0
23 58 20 0 1
24 20 6 0 0
25 16 3 0 0
26 14 2 0 0
27 58 11 0 4
28 38 15 0.29 0
29 41 11 0 1
30 21 2 2 4
31 14 2 0 0
32 17 2 0 0
33 14 1 0 0
34 77 7 0 4
35 31 12 0 0
36 76 16 0 0
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Tabla 2

Caracteristicas individuales de la poblacion no expuesta a plaguicidas

Numero de Edad (afios) Fumador Bebedor
individuo (cigarros/dia) (veces/mes)
1 65 0 0
2 53 0 Ocasional
3 60 0 0
4 30 0 Ocasional
5 30 0 0
6 49 6 Ocasional
7 35 0 Ocasional
8 41 0 Ocasional
9 64 0 0
10 37 0 0
11 49 0 0
12 37 0 Ocasional
13 19 0 0
14 30 0 0
15 38 0 0
16 37 0 2
17 31 0 2
18 15 0 0
19 27 0 0
20 23 0 0

72




Tabla 3

Caracteristicas de la poblacion estudiada con respecto a edad, tiempo de exposicion y habitos

(fumadores y bebedores)
PARAMETROS: GRUPO NO EXPUESTO GRUPO EXPUESTO
(N=20) (N=36)

Edad (afios):

Rango 15-65 13 -83

Promedio + DE 38.5+14.23 33.39+20.73
Tiempo de exposicion
(afios):

Rango 0 1-57

Promedio + DE 0 9.94 +11.58
Fumadores n (%) 0 (0 %) 0 (0 %)
No fumadores n (%) 20 (100 %) 36 (100 %)
Bebedores n (%) 0 (0 %) 0 (0 %)
No bebedores n (%) 20 (100 %) 36 (100 %)
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Tabla 4

Plaguicidas utilizados por los trabajadores agricolas de Tlapehuala, Guerrero y dafio reportado en
diversas investigaciones

Principio Aberracio- Micront- Daiio con Daiio Referencias
activo nes cromoso- cleos ensayo especifico
micas cometa reportado
Atrazina + + + Clastogénico | 5,7
Carbofurian + 8
Cipermetrina + + Citotoxico,
carcinogénico | 6,11, 12,13
Glifosato + + + Probable
genotdxico 9,10
Lambda + + Probable
cyalotrina carcinogénico | 4,9, 12
Malation + + + Clastogénico
y aneugénico | 5, 12
Metamidofos + + + 7,8,12
Metomilo + + + 8,9
Paraquat + Teratogénico,
carcinogénico | 2,7
Paration + + +
metilico Clastogénico | 8, 12
Tiabendazol + 3
2,4-D + + + Clastogénico,
teratogénico 1,2,5

Unicamente se sefialan los datos positivos encontrados.

Referencias:

1. Joksic et al. 1997.

2. Garcia 1998.

3. Auetal. 1999.

4. Pastor etal. 2001.

5. Zeljezic y Garaj-Vhrovac 2001.

6. Grover et al. 2003.

7. Marquez et al. 2005.

8. Castillo-Cadena et al. 2006.

9. Costa et al. 2006.

10. Maias et al. 2006.
11. Sailaja et al. 2006.

12. Ergene et al. 2007.

13. Patel et al. 2007.

74




Tabla 5

Evaluacion individual del dafio genotdxico causado por los plaguicidas
en trabajadores agricolas de Tlapehuala, Guerrero

Longitud de la Daiio
Numero cauda del cometa (Promedio Frecuencia en el nivel de dafio
de (Promedio + DE) + EE) (%) (Nimero de células)
individuo (um)
0 1 2 3 4
1 140.36 + 35.03 99 +3.50 1 14 81 4 0
2 202.62 +75.39 68 +7.54 32 5 31 23 9
3 156.94 + 29.68 92 +2.97 8 0 85 7 0
4 178.83 + 50.15 70 +5.01 30 0 51 18 1
5 131.61 +39.92 74 +3.99 26 19 53 2 0
6 128.60 + 34.90 48 +3.49 52 11 37 0 0
7 127.71 + 37.07 76 +3.71 24 13 59 4 0
8 160.68 + 31.63 82 +3.16 18 2 68 12 0
9 140.82 + 28.67 65 +2.87 35 5 60 0 0
10 245.65 + 54.02 71 +5.40 29 0 12 46 13
11 180.00 +42.49 86 +4.25 14 1 50 35 0
12 161.18 +35.40 83 + 3054 17 1 71 11 0
13 175.00 + 34.03 59 +3.40 41 0 42 17 0
14 312.46 + 48.63 83 +4.86 17 1 1 28 53
15 181.02 + 51.47 80 +5.15 20 5 43 31 1
16 164.21 + 52.81 93 +5.28 7 9 67 15 2
17 121.69 + 29.68 71+2.97 29 20 51 0 0
18 99.55 +30.47 96 + 3.05 4 40 56 0 0
19 123.38 + 28.43 54 +2.84 46 11 43 0 0
20 122.01 +24.76 86 +2.48 14 19 67 0 0
21 120.28 + 37.58 86 +3.76 14 26 59 1 0
22 126.00 + 55.31 28 +5.53 72 12 11 5 0
23 103.54 + 22.06 85+2.21 15 30 55 0 0
24 115.10 + 25.45 73 +2.55 27 21 52 0 0
25 154.53 +33.18 95+3.32 5 2 79 14 0
26 173.63 + 38.68 92 +3.87 8 3 61 28 0
27 175.35+ 31.65 63 +3.17 37 0 46 17 0
28 136.42 +20.12 70 +2.01 30 2 68 0 0
29 151.17 +21.86 86 +2.19 14 0 86 0 0
30 145.90 + 33.79 91 +3.38 9 8 77 6 0
31 198.25 + 50.13 91 +5.01 9 1 51 34 5
32 147.46 + 33.57 95 +3.36 5 8 85 2 0
33 114.12 + 25.14 71+2.51 29 21 50 0 0
34 163.42 + 28.58 88 +2.86 12 3 77 8 0
35 169.46 + 38.60 87 +3.86 13 3 59 25 0
36 159.01 + 31.10 75+3.11 25 3 67 5 0
Promedio 21.8 | 8.86 | 55.86 | 11.06 | 2.33
+ 155.78 + 40.62 78.11 + 15.13 + + + + +
DE 15.13 | 9.91 | 20.24 | 12.66 | 9.09

~N
(2}



Tabla 6

Evaluacion individual del dafio genotdxico en la poblacion no expuesta a plaguicidas

Longitud de la Daiio
Numero cauda del cometa (Promedio Frecuencia en el nivel de dafio
de (Promedio + DE) + EE) (%) (Nimero de células)
individuo (um)
0 1 2 3 4
1 108.90 + 16.87 8+ 1.69 92 3 5 0 0
2 124.96 + 15.51 15+ 1.55 85 1 14 0 0
3 130.63 + 13.28 7+1.33 93 0 7 0 0
4 118.08 + 16.62 10+ 1.66 90 1 9 0 0
5 95.52 +20.01 10 +2.00 90 6 4 0 0
6 130.86 + 30.30 21+3.03 79 4 17 0 0
7 115.80 + 26.35 21 +2.64 79 6 15 0 0
8 114.13 + 30.24 9+3.02 91 4 5 0 0
9 97.44 + 16.60 20+ 1.66 80 10 10 0 0
10 120.60 + 20.52 8 +2.05 92 1 7 0 0
11 98.06 + 26.01 7+2.60 93 3 4 0 0
12 78.93 + 18.88 9+1.89 91 8 1 0 0
13 116.00 + 7.07 6+0.71 94 0 6 0 0
14 103.20 + 13.99 5+1.40 95 3 2 0 0
15 79.68 + 12.86 5+1.29 95 5 0 0 0
16 94.08 + 22.86 5+2.29 95 3 2 0 0
17 115.20 + 20.52 10+ 2.05 90 3 7 0 0
18 109.68 + 41.14 10+4.11 90 4 6 0 0
19 99.43 +29.81 7+2.98 93 4 3 0 0
20 117.60 + 20.96 9+2.10 91 6 3 0 0
Promedio 89.8 3.75 | 6.25
+ + + +
DE 108.44 + 14.85 10.1 +5.11 5.11 2.59 | 4.66 0 0

La significancia obtenida para cada uno de los parametros medidos al comparar al grupo
expuesto y no expuesto fue estadisticamente significativa, excepto para el nivel de dafio 4.

Longitud de la cauda del cometa

Daio (%)

Dario en el nivel 0

Dario en el nivel 1

Daiio en el nivel 2

Daiio en el nivel 3

Daiio en el nivel 4

P <0.000

P <0.000

P <0.000

P <0.028

P <0.000

P <0.000

P <0.258

No significativo
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Tabla 7

Evaluacion individual del analisis de micronucleos en el grupo expuesto

Numero Células | Células Células Células Células Células Células
de binuclea- | con con con con con con
individuo das micro- efecto de | cariolisis | cromatina | cariorre- | picnosis
nucleos huevo conden- sis
roto sada
1 10 2 1 1 0 0 2
2 11 5 1 2 1 0 5
3 7 4 0 0 0 0 1
4 9 0 0 0 0 0 0
5 11 0 0 0 0 0 0
6 7 0 0 1 0 0 1
7 16 0 0 0 0 0 2
8 7 1 0 0 0 1 1
9 8 1 0 1 0 0 4
10 10 2 1 0 0 0 5
11 17 3 2 0 0 0 5
12 9 0 0 0 0 0 0
13 16 3 0 0 0 0 1
14 16 5 1 1 0 0 1
15 8 0 0 0 0 0 2
16 9 0 0 0 0 0 0
17 8 0 0 0 0 0 1
18 22 3 0 0 0 0 4
19 7 0 0 0 0 0 1
20 14 0 0 0 0 0 0
21 11 4 0 1 0 0 5
22 23 3 0 0 0 2 0
23 12 7 0 0 1 0 5
24 17 5 0 0 0 0 2
25 9 4 0 0 0 1 1
26 8 2 0 0 0 0 0
27 16 3 0 0 0 0 0
28 10 1 0 0 0 0 0
29 8 2 0 0 0 1 1
30 6 1 0 0 0 0 1
31 11 1 0 0 0 0 3
32 15 4 0 0 0 0 0
33 12 4 2 3 0 0 4
34 9 2 0 0 0 0 3
35 9 2 1 0 1 0 3
36 0 2 0 0 0 0 3
Suma 398 76 9 10 3 5 67
Promedio 11.06 2.11 0.25 0.28 0.08 0.14 1.86
Desv. Est 4.62 1.86 0.55 0.66 0.28 0.42 1.78
Error Est 0.53 0.26 0.22 0.22 0.22 0.22 0.28
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Tabla 8

Evaluacioén individual del analisis de microntcleos en el grupo no expuesto

Numero Células Células Células Células Células Células Células
de binuclea- con con con con con con
individuo das micro- | efecto de | cariolisis | cromatina | cariorre- | picnosis
nucleos huevo conden- sis
roto sada
1 9 0 0 0 0 0 0
2 11 2 0 0 0 0 0
3 19 1 0 0 0 0 0
4 13 0 0 0 0 0 0
5 12 1 0 1 0 0 1
6 20 0 0 0 0 0 1
7 9 2 0 0 0 0 1
8 11 1 0 0 0 0 2
9 15 2 1 0 1 0 1
10 6 0 0 0 0 0 0
11 5 0 0 0 0 0 0
12 39 0 0 1 0 0 3
13 12 0 1 0 0 0 0
14 6 0 0 0 0 1 0
15 3 0 0 0 0 0 0
16 6 0 0 0 0 0 0
17 9 0 0 0 0 0 0
18 7 0 0 0 1 0 0
19 6 3 0 0 0 0 0
20 7 1 0 0 0 0 0
Suma 225 13 2 2 2 1 9
Promedio 11.25 0.65 0.10 0.10 0.10 0.05 0.45
Desv. Est 7.93 0.93 0.31 0.31 0.31 0.22 0.83
Error Est 0.53 0.26 0.22 0.22 0.22 0.22 0.28

La significancia obtenida para cada uno de los parametros medidos al comparar al grupo
expuesto y no expuesto fue estadisticamente significativa para las células con micronucleos, con
picnosis y en apoptosis 0 necrosis.

Células binucleadas P <0.907 Células con microntucleos P <0.002
Células con efecto de huevoroto P <0.269 Células con cariolisis P <0.261
Células con cariorresis P <0.388 Células con picnosis P <0.001
Células en apoptosis o necrosis P <0.002
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Tabla 9

Tiempo de exposicion a los plaguicidas por rangos de 10 afios, mostrando parametros de dafio
promedio en el andlisis de microntcleos

Parametro Tiempo de Tiempo de Tiempo de
(promedio + DE) exposicion de 1 a 10 | exposicion de 11 a 20 | exposicién con mas
afios afios de 20 aiios

Células
binucleadas 11.14+42 9.92+4.44 17 + 8.49
Células con
microntcleos 2.18+1.76 1.75+2.14 35+0.71
Células con efecto
de huevo roto 0.76 + 0.66 0.08 +0.29 0
Células en necrosis o
apoptosis 2.64+224 1.58+1.93 4+2.83
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Figura 1. El Municipio de Tlapehuala se localiza en la Region de Tierra Caliente del Estado de

Guerrero.
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Figura 2. Grafica de cajas y bigotes e histograma mostrando la comparacion entre los promedios

del grupo expuesto y no expuesto a plaguicidas con el ensayo cometa
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Frecuencia (nimero de células)

Total de Celulas Dafio 1 Dafio 2 Dafio 3
Dafladas

Niveles de dafio

Dafio 4

@ No expuestos
B Expuestos

Figura 4. Relacion comparativa entre niveles de dafio y nimero de células dafiadas en los grupos

no expuesto y expuesto a plaguicidas con el ensayo cometa.
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Figura 5. Microfotografias de los cometas observados, ordenados por niveles de dafio.
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Células sin dafio Célula con micronucleo

Célula binucleada Células con efecto de huevo roto
Célula con cariolisis Célula con picnosis

Figura 8. Microfotografias de las células observadas en el analisis de micronucleos.
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TABLAS ADICIONALES:

Tipo y Usoy Modo de accion Toxici- Dafio al ADN
principio frecuencia dad detectado
activo de uso
Organo- Neurotoxicos. Inhiben por fosforilacion a la
fosforados acetilcolinesterasa.
Glifosato Herbicida v Todos MN, EC,
Metamidofos, | Insecticidas II AC.
Malation, y acaricidas v Genotoxicos,
Paration 27% I aneugénicos y
metilico clastogénicos.
Piretroides Insecticidas | Neurotdxicos. Intervienen en el mecanismo Losdos ACy
Lambda y acaricidas | de apertura de los canales de sodio y de la MN
cyalotrina 12% ATPasa Na'/K". 11 carcindgenicos,
Cipermetrina citotoxico.
Carbamatos Insecticidas | Neurotoxicos. Inhiben por carbamilacion a la
Carbofuran y acaricidas | acetilcolinesterasa. EC
Metomilo 12% I AC, MN, EC
Piridina Herbicida No se
Picloram 7% v encontraron datos
Bipirilo Herbicida Generadores de estrés oxidativo. Forman
Paraquat * 7% radicales libres y peroxidacion de lipidos. II Teratogénico,
carcindgénico
Trazina Herbicida Inhibidores de la fotosintesis. Forman AC, MN, EC,
Atrazina 7% radicales libres que destruyen la célulay por | IV Clastogénico
bloqueo de fotofosforilacion ciclica.
Arilofenoxi- Herbicida Inhibidores de la biosintesis de lipidos de No se
propionato 7% membrana. encontraron datos
Fluasifop-p- IV
butil
Sulfonilurea Herbicida Inhibidores del crecimiento y desarrollo en No se
Nicosulfuron 7% plantas. v encontraron datos
Acido fenoxi- | Herbicida Neurotoxico. Causa acidosis metabdlica, AC; MN, EC,
carboxilico 7% débil desacoplador de fosforilacion oxidativa. Clastogénico,
2,4-D 11 teratogénico
Metilbenzi- Fungicida Al parecer es inhibidor de la biosintesis del
midazol 7% ADN. EI metil benzimidazol carbamato es
Tiabendazol Inhibidor de la mitosis Evita polimerizacion | 11 AC

de la tubulina.

AC Aberraciones cromosomicas; EC Ensayo cometa; MN Analisis de micronucleos

Prohibidos en paises industrializados (Uso restringido en México *)
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Nombre Principio Tipo Persistencia Efectos en caso de intoxicacion.
comercial activo toxicoldogico
Mata todo, | Glifosato: | IV 1 No existe antidoto especifico. El
Faena N(fosfono- | La Vida media: 2 | contacto con los ojos  causa de
(Monsanto), | metil) genotoxicidad | — 174 dias; se | irritacion moderada, temporal o
Coloso glicinaen | en sistemas absorbe ceguera. En piel provoca irritacion
(Syngenta, | forma de bioldgicos fuertemente al | moderada, ingerido irritacion gastro-
Zeneca sal puede ser suelo, es intestinal, vomito o diarrea.
Mexicana) evidente a biodegradable | Se han reportado efectos genotoxicos,
partir de los y no hay bio- hormonales y enzimaticos en animales
400 mg/Kg, en | concentracion. |y podria serlo para células de
algunos mamiferos En personas expuestas se ha
estudios se ha relacionado con un mayor riesgo de
encontrado producir linfomas no Hodkin.
dafio desde los En rata se ha visto afectado el higado,
300 mg/Kg hay reduccion de peso, efectos
(Maiias 2006) histopatologicos, disminucion de la
supervivencia, en el desarrollo del
embrion hay pérdida de peso posterior a
la implantacion y osificacion tardia.
Solo se observan efectos sobre la
descendencia cuando hay toxicidad
materna.
Tordoén Picloram: v 3 Puede provocar irritacion severa,
(Dow Sal dieta- Moderada, de | quemaduras ligeras en ojos, en piel
Agroscien- | nolamina 3 a 44 semanas | irritacion o quemaduras moderadas.
ces de de picloram No hay antidoto especifico.
México) (4cido
amino-
3,5,6
tricloro-
picolinico)
y contiene
2,4-D.
Gramoxone | Paraquat II 4 Ingerido es mortal. Dafia el pulmoén
(Syngenta, Altamente (6rgano blanco) produciendo fibrosis
Zeneca persistente, pulmonar  progresiva y  edema
Mexicana), hasta por 3 pulmonar. Causa inflamacion de cornea
Banvel afos; y conjuntivas, irritacion de nariz y
(Syngenta, biodegradable | garganta, hemorragias nasales, nauseas,
Novartis vomito, diarrea, cianosis, formacion de
Agro), ampollas, malformaciones en el
Dragén crecimiento de wufas, dafios al

miocardio y rifion.
Probable cancer en algunas especies
animales de laboratorio.
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Gesaprim | Atrazina: v 2 El contacto puede irritar tracto
(Syngenta, | 6-cloro-N2- | LD 50 oral > Efecto residual | respiratorio superior, ojos y en la piel
Novartis etil-N4- de 500 mg/Kg | prolongado (2 | puede causar alergia, generando que
Agro) isopropil- a 3 meses), con exposiciones posteriores a muy
1,3,5- dependiendo bajos niveles aparezca picazon e
triazina- del tipo de sue- | irritacion.
2,4- lo, contenido La exposicion a valores muy altos
diamina de materia puede afectar el sistema nervioso
organica y central provocando espasmos y rigidez
condiciones muscular.
climaticas.
Persistencia en
suelo por un
aflo.
Fusilade Fluasifop- | IV 2 Causa irritacion en la piel expuesta,
(Syngenta, | p-butil: Persiste de 4 a | dolor de cabeza, vomito y debilidad
Zeneca butil®2-(4- 26 semanas; es | muscular.
Mexicana) [[(5-trifluo- degradable y No hay antidoto especifico.
rometil)-2- en las plantas
piridinilJox se acumula.
1] fenoxi)
propanoato
Sanson Nicosulfu- | IV 2 Al ser inhalado puede irritar el tracto
(Syngenta, | ron: Persiste hasta 5 | respiratorio, ligeramente irritante si cae
Zeneca 2-(4,6-di- semanas; es sobre la piel provocando dermatitis y en
Mexicana) | metoxypiri- biodegradable. | los ojos conjuntivitis. La exposicion
midin-2- prolongada puede ocasionar irritacion
ilcarbomoil en los ojos, molestias, lagrimeo o vision
-sulfamoil)- borrosa.
N,N-dime-
tilnicotina-
mida
Hierbami- |2,4-D: 111 1 Provoca mareos, nausea, voOmito,
na Acido (2,4- Poco depresion del sistema nervioso central,
(Syngenta), | diclorofeno persistente; se | dafio en higado, dermatitis, debilidad y
Esteron xi) acético biodegrada en | falla renal. En ojos puede causar
(Dow meses, baja quemaduras ligeras, en la piel irritaciéon
Agroscien- bioconcentra- | o quemaduras moderadas.
ces de cién
M¢éxico)
Tamaron Metamido- | II 1 Produce contraccion de las pupilas,
600 fos: Productos de Vida media vista nublada, mareos, nauseas, diarrea,
(Bayer de 0,S-dimetil | degradacion hasta de 12 convulsiones, aumento de secreciones
Mexico) fosforoami | son menos dias en suelo y | nasales, bronquiales, jadeo, disnea. ca-
dotioato toxicos. en agua hasta | lambres, voOmitos, diarrea, miccion,
de 300; bajo pérdida del equilibrio 'y  del
potencial de conocimiento, toxico al contacto con la
bioconcentra- | piel e irritante para los ojos.
cion.
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Malation Malation: v 1 Se absorben por la piel, pueden ser
(Agroquimi- | O,0- Persiste hasta | inhalados o ingeridos. Sintomas de
cos Versa, dimetil una semana, en | intoxicacion: dolor de cabeza, vision
Tridente y fosforo- sistemas borrosa, nauseas, vOmito, mareos,
Rivas; tioato de terrestres hasta | diarrea, opresion toracica, tos, dolor
Agricultura | dietil mer- un mes; no se | abdominal, ansiedad, temblores de
Nacional, capto suc- bioconcentra, |lengua 'y parpados, escaloftios,
Agrevo Me- | cinato o la mayor parte | hiperirritabilidad, hipersensibilidad,
xicana, dietil en animales es | contraccion de la pupila, salivacion,
Mezclas y mercapto-s- metabolizado y | lagrimeo, descarga acuosa nasal,
Fertilizantes | éster con eliminado casi | debilidad severa, miccioén y defecacion
0,0 dimetil por completo involuntarias, ambilopia, sudoracién
fosforoditio en 24 horas. profusa, calambres, sensacion de
ato asfixia, temblores, pérdida del
equilibrio,  convulsiones, cianosis,
pérdida  del equilibrio, bloques
cardiacos, paro respiratorio, coma y
muerte.
Paration Paration | 1. Altera  sistema  nervioso  central
metilico metilico: Persiste de dias | provocando dolor de cabeza, fatiga,
(Agroquimi- | O;0 a meses; s contraccion de las pupilas, sensacion de
cos Versa, dimetil O- biodegradable, | falta de aire, ansiedad, mareo, ndusea,
Quimica 4-nitrofenil de baja vomito, diarrea, dolor abdominal, pulso
Lucava, fosforo- bioconcentra- | lento, sudoracioén, vision borrosa o
Agroquimi- | tioato cion. disminucion de la agudeza visual,
cos Rivas) Los residuos calambres  musculares, dificultad
en las plantas | respiratoria,  convulsiones, edema
desaparecen a | pulmonar, pérdida del conocimiento,
los 7 dias. coma, muerte o lesion cerebral.
Karate Lambda II 2 Bloquea la transmision del impulso
(Syngenta, | cyalotrina: | Es hasta 200 Persistencia de | nervioso.
Zeneca a-cyano-3- | veces mas hasta 12 sema- | Causa reacciones de alergia, dolor de
Mexicana) fenoxiben- | activo que nas; es cabeza, nauseas, vomito y colapso.
cil 3-(2- otros degradado por | No hay antidoto especifico.
cloro-3,3,3- | compuestos peces y otros
trifluoro- piretroides organismos
pop-1- acuaticos. Vida
enil)-2,2- media en
dimetil-1 plantas de 40
ciclopropa- dias.
no carboxi-
lato 1:1 de
los isome-
ros (2)-
(1R,3 R9-
S-éster) y
(2), (1S-3S-
R-éster)
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Cipermetri | Cipermetri | III 1 Genera mas bien efectos agudos; no
-na na: Sus Persiste de 1 a | hay evidencias de dafios acumulativos
(Agricultura | (1-RS)-cis- | metabolitos 4 semanas y se | por la exposicion a largo plazo.
Nacional, trans-3- presentan baja | biodegrada de | Produce nerviosismo, ansiedad,
Agroquimi- | (2,2-diclo- | toxicidad. 4 a §; potencial | convulsiones, alergia en la piel,
cos Rivas, rovinil)- de bioconcen- | estornudos, rigidez de nariz, sensacion
Grozan de 2,2-dimetil tracion de de hormigueo en la region periobarbital
México, ciclopropa- moderado a o en todo el cuerpo, ataxia y debilidad
Quimica no alto. de los miembros, diarrea, contracciones
Lucava, carboxilato Las plantas al | musculares, nauseas, vomito, dolor de
Versimex), | de (RS) metabolizarlo | cabeza, sudoracion.
Baygon alfa ciano- generan No hay antidoto especifico.
3-fenoxi- productos
bencilo intermediarios
que se unen a
los glucoésidos.
Furadan Carbofuran | II 2 Inhibidor reversible de la coli-
(FMC (2,3- Persistencia nesterasa. Muy irritante para piel, ojos
Agroquimi- | dihidro- maxima en y vias respiratorias. En algunos casos se
cade 2,2-dimetil- suelos de 3 pueden presentar nauseas, vOmito,
México). 7-benzo- meses; poca debilidad, calambres, dolor de cabeza,
furanil bioacumula- dilatacion de pupila, convulsiones y
metilcar- cion. paro respiratorio. Se han observado
bamato reacciones alérgicas y efectos sobre las
hormonas. Se cree que producen cancer
o afecten el material genético.
Lannate Metomilo: | II 3 Sus efectos estdn asociados con la
(DuPont) S-metil-N- Moderadamen- | actividad de la enzima acetil-
((me- te persistente, | colinesterasa los cuales incluyen:
tilcarbamoi de 27 a 52 debilidad, vision borrosa, dolor de
Doxi)tioceti semanas; es cabeza, nauseas, colicos, molestias en
midato biodegradado | el pecho, contraccion de las pupilas,
por sudoracion, pulso lento, temblores
microorganis- | musculares.
mos y en peces
no se biocon-
centra. Vida
media en
plantas es de 3
a 5 dias.
Tecto 60 Tiabenda- | III 4 Por ingestion o inhalacion, se presentan
(Syngenta, | zol: 2-(4- Altamente efectos colaterales gastrointestinales,
Novartis tiazolil)- persistente, de | ocasionales transitoriamente nauseas,
Agro) benzimida- 1 a 20 afios. vomito, debilidad, somnolencia, vér-
zol. tigo y dolor de cabeza.
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