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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS
ABPF: Agarosa de bajo punto de fusién

AC: Aberraciones cromosomicas

Ac: Acetilcolina

AChE: Acetilcolinesterasa

AMPA: acido aminometilfosfonico

AP: Sitio a-purinico

APFN: Agarosa de punto fusién normal
ART: Aseguradoras de Riesgo de Trabajo
AZM: Metil-azinfos

BChE: Butirilcolinesterasa

BHT: Butilhidroxitolueno

CAT: Catalasa

CHO: Células de Ovario de Hamster chino
DMSOQO: Dimetil sulféxido

DTC: Ditiocarbamatos

DTNB: Acido 5,5 -Ditiobis-(2-nitrobenzoico)
EC: Ensayo Cometa

EPP: Equipo de Proteccion Personal
EROs: Especies reactivas de oxigeno
FAQ: Food and Agriculture Organization
FPG: Formamido Pirimidina Glicosilasa
GPx: Glutation peroxidasa

GR: Glutation Reductasa

GSH: Glutatién reducido o gamma-glutamilcisteinilglicina
GSSG: Glutation oxidado

GST: Glutation S-Transferasa

HCB: Hexacloro ciclo benceno

HCH: Hexacloro ciclo hexano

Hb: Hemoglobina

H,0,: Perdxido de hidrogeno

HFRT: Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa
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IARC: Agencia Internacional de investigacion de cancer (International Agency for Research
on Cancer)

IC: Intervalo de Confianza

ICH: Intercambio de Cromatidas Hermanas

IDEC: indice de Dafio Ensayo Cometa

IDER: indice de Dafio Ensayo de Reparacion

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

IUPAC: Union Internacional de Quimica pura y aplicada (International Union of Pure and
Applied Chemistry)

K-S: Kolmogorov-Smirnov

K-W: Kruskal-Wallis

MDA: Malondialdehido

MeC: Metilcarbamatos

MN: Microndcleos

MNMB: Micronucleos en mucosa bucal

NOAEC: concentracion sin efectos adversos observados (No Observed Adverse Effect
Concentration)

NOEC: concentracion sin efectos observados (no observed effect concentration)
‘OH: Radical hidroxilo

O, ": Anion superoxido

OC: Organoclorados

OF: Organofosforados

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

OR: Odds Ratio

PBS: Buffer fosfato salino

POEA: Polioxietil amina

RL: Radicales libres

SAMCo: Servicio de Atencion Médica a la Comunidad

SI.NA.V.E: Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica

SENASA: Servicio Nacional de Sanidad Animal

SFB: Suero Fetal Bovino

SNC: Sistema Nervioso Central
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SOD: Superéxido dismutasa

TBA: Acido Tiobarbitdrico

TBARS: Sustancias Reactivas con el Acido Tiobarbitdrico

TCA: Acido Tricloroacético

TCDD: 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina

U.S. EPA: Agencia de proteccion ambiental de Estados Unidos (United States Environmental
Protection Agency)

U-Test: Mann-Whitney
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Exposicion ocupacional a los Agroquimicos.

Evaluacion del Dafio Genético y su relacion con Procesos de Estrés Oxidativo.
Resumen
Aunque el uso de plaguicidas es necesario, resulta fundamental evaluar los riesgos para la
salud en los seres humanos que estan profesional y/o ambientalmente expuestos a estos
agroguimicos. Esta exposicion puede ocurrir durante la preparacion de la mezcla, en el
procesamiento de carga y/o lavado de los equipos de fumigacion y en el momento de su
aplicacion.
El objetivo de este trabajo de Tesis fue utilizar un conjunto de biomarcadores para evaluar el
dafo inducido por la exposicion de humanos a mezclas simultaneas de plaguicidas empleados
en los cultivos de la region Centro-Norte de la provincia de Santa Fe, con el fin de estudiar los
posibles mecanismos involucrados en su toxicidad y su relacién con aspectos laborales de la
poblacién en estudio.
Se evaluaron dos poblaciones de trabajadores expuestos a mezclas de plaguicidas: a) 105
trabajadores rurales y aplicadores del corddn horticola del departamento La Capital (Santa Fe,
Argentina) y 112 donantes como grupo control; b) 48 aplicadores de plaguicidas en cultivos
extensivos que trabajan en los departamentos San Cristobal, Las Colonias, San Javier, Garay
(Santa Fe, Argentina) y 50 sujetos que conformaron el grupo control.
La valoracion del dafio generado por exposicién directa a mezclas de pesticidas se realiz6
mediante el empleo de biomarcadores enzimaticos, de estrés oxidativo y de dafio al ADN en
sangre periférica. Los resultados mostraron alteraciones en el estado oxidativo en los
trabajadores expuestos respecto a los controles, que se correlacion6 con el dafio al ADN. La
antigliedad laboral y el uso de equipo de proteccion fueron factores que demostraron estar
relacionados con el dafio observado.
En conclusién: a) se debe recomendar a los agricultores el uso de medidas de proteccion
durante todo tipo de manipulacién de plaguicidas; b) se propone que los individuos expuestos
sean monitoreados de manera frecuente para minimizar o reducir potenciales efectos dafiinos
de los pesticidas en el ADN; c) se debe continuar con la evaluacion de los riesgos asociados

con la exposicion a pesticidas en la poblacion expuesta de nuestro pais.

Palabras Claves: Biomonitoreo Humano, Plaguicidas, Genotoxicidad, Estrés Oxidativo.
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Occupational exposure to agrochemicals.

Genetic damage assessment and its relationship to oxidative stress.

Abstract

Although the use of pesticides is necessary, it is important to assess health risks for humans
that are professional and/or environmentally exposed to these chemicals. This exposure may
occur during preparation of the mixture, load processing and/or washing of equipment as well
as during application.

The aim of this study was to apply a set of biomarkers for the evaluation of damage induced in
humans exposed simultaneously to different pesticide mixtures in North-Central region of
Santa Fe province, in order to study possible toxicity mechanisms and its relationship with
labor aspects of the studied population.

Two different populations of workers were evaluated: a) 105 farm workers and applicators
from the horticultural cord of ‘La Capital’ department (Santa Fe, Argentina) and 112 donors as
control group, b) 48 pesticide applicators working in extensive crops in San Cristobal, Las
Colonias, San Javier and Garay departments (Santa Fe, Argentina) and 50 subjects comprising
the control group.

The assessment of damage generated by direct exposure to pesticide mixtures, was carried out
through oxidative stress, DNA damage and enzymatic biomarkers in peripheral blood. The
results showed alterations in oxidative status which correlated with DNA damage in exposed
workers. Factors such as labor length and the use of protective equipment were found to be
related with the observed damage.

In conclusion: a) farmers should be advised to use protective measures during all activities that
imply pesticide handling, b) individuals under exposure risk must be monitored frequently to
minimize potentially harmful effects of pesticides on the DNA, c) the evaluation of population

risks associated with pesticide exposure in our country should proceed.

Keywords: Human Biomonitoring, Pesticides, Genotoxicity, Oxidative Stress
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CAPITULO 1

Introduccion y Objetivos

20



1.1.  Introduccion

1.1.1.La provincia de Santa Fe
Las colonias agricolas en la Argentina, debido a su contribucion demografica y econémica,
han sido trascendentales para la evolucion del pais.
Desde 1810, frente a las grandes extensiones de tierra fértil despobladas, los gobiernos
estimularon la inmigracion europea. Un decreto de 1812 protegia a los extranjeros y sus
familias para que vinieran a trabajar y cultivar los campos entregandoles tierras en propiedad,
dando comienzo de esta forma a una larga serie de disposiciones tendientes a estimular la
corriente inmigratoria para despertar asi las fuentes productoras del pais.
La llegada de inmigrantes extranjeros, la entrega de territorios fiscales y la formacion de
colonias agricolas fueron parte de la "utopia agraria”" sofiada por Sarmiento y Alberdi e
impulsada luego de 1852. A partir de 1853, el presidente Justo José de Urquiza alentd el
establecimiento de colonias agricolas en la region Litoral de nuestro pais (la zona de influencia
de los rios Parana y Uruguay).
Esperanza, en la provincia de Santa Fe, fue la primera Colonia agricola organizada
formalmente en Argentina. Estuvo constituida por 200 familias de inmigrantes procedentes de
Suiza, Alemania, Francia, Italia, Bélgica y Luxemburgo, que llegaron entre enero y febrero de
1856 a nuestro territorio. La fundacion de la Colonia Esperanza daria comienzo a un proceso
de notable crecimiento poblacional y econémico que tendria su centro en la provincia de Santa
Fe.

Figura 1.1. Primeros colonos santafesinos (Fuente: bibliotecaesperanza.gov.ar)

Por esos afos, Urquiza habilita el puerto de Rosario sobre el rio Parana, al sur de la provincia,

para su navegacion maritima hacia el exterior, lo que produjo grandes cambios en la region. El
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movimiento portuario generd importantes beneficios econémicos que ayudaron al incremento
de la expansion agricola de Santa Fe.

Este crecimiento se encuentra directamente relacionado con el crecimiento de la red
ferroviaria, el cual se extiende y se convierte en un elemento clave para la pampa himeda. En
aquellas regiones donde las condiciones del suelo eran Optimas y el acceso al transporte se
veia facilitado por el acceso al ferrocarril, la agricultura crecia. Si hacemos un breve repaso de
la evolucidn de la produccion de las colonias encontramos que, en 1874 la Argentina tuvo que
importar trigo, mientras que ya en 1880 las colonias agricolas abastecieron las necesidades
internas del pais.

Hacia fines del siglo XIX, Argentina fue el primer pais exportador de trigo del mundo. Entre
1888 y 1895 la superficie cultivada aumento de 2,5 millones a casi 5 millones de hectéreas. La
expansién mas notable se produjo en la provincia de Santa Fe. A finales del siglo XIX y
durante las dos primeras décadas del siglo XX, una nueva ola de expansion de la agricultura se
produjo en tierras que antes habian sido total o parcialmente dedicadas a la ganaderia (Conde,
1986).

wlrs

Sonto Fe
Y

Figura 1.2. Ubicacion geogréfica de la provincia de Santa Fe

(Fuente: Ministerio de la Produccién, Santa Fe)

En la actualidad, la provincia de Santa Fe, favorecida por su clima y una densa red

hidrografica, integra la region pampeana con uno de los niveles de desarrollo economico mas
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Exposicion ocupacional a los Agroquimicos.
Evaluacion del Dafio Genético y su relacién con Procesos de Estrés Oxidativo.

elevados del pais. En su territorio se encuentran las mas productivas y valorizadas tierras de
Argentina, donde 70.000 km? (7 millones de ha) han demostrado ser excelentes para la

agricultura.
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Figura 1.3. Division politica de la provincia de Santa Fe

(Fuente: Mapas de Argentina.com)

Santa Fe, ubicada en la Region Centro de la Argentina estd dividida politicamente en 19
departamentos (Figuras 1.2 y 1.3). Su capital es la Ciudad de Santa Fe de la Vera Cruz
(Departamento La Capital), concentrandose la mayoria de sus industrias en el sur de la
provincia (Departamento Rosario).

La provincia se encuentra ubicada en un punto central de los grandes corredores bioceanicos
que vinculan al Mercosur, consolidando la conexion territorial y comercial con los paises
vecinos, desde Porto Alegre (Brasil) hasta Valparaiso (Chile), y desde San Pablo (Brasil) hasta
Coquimbo (Chile).

La salida hacia al mundo de la produccion santafesina queda evidenciada con su contribucion

de 21 % por ciento al total nacional exportado. Santa Fe es la segunda provincia exportadora

Maria Fernanda Simoniello 23



del pais y el ritmo de crecimiento promedio anual de sus exportaciones en el ultimo decenio es
superior al 11 %, por encima de la media nacional. Los rubros impulsores de esta evolucién
favorable han sido los productos primarios y las manufacturas de origen agropecuario,
creciendo un 60 % y un 100 % respectivamente en la Ultima década. Dentro de los productos
primarios se destacan las exportaciones de soja, girasol, trigo, maiz y arroz. Entre las
manufacturas de origen agropecuario que se exportan en la actualidad, se encuentran las
harinas proteicas, las grasas y aceites, carne bovina, leche en polvo, quesos, dulce de leche,
crema de leche y cueros, entre otros (Ministerio de la Produccién, 2010).

La importante produccion agricola esta sustentada por diversos factores: por un lado, la
extensa superficie de la provincia en sentido norte-sur, que le confiere caracteristicas
climéticas diversas, posibilitando distintos tipos de cultivos y por otro, el potencial productivo
de sus suelos, practicamente sin limitaciones para las actividades agricolas. A los principales
cultivos tradicionales (soja, trigo, maiz, sorgo, girasol) se suman los Illamados regionales:
arroz, algodon, cafia de azucar y los cultivos frutihorticolas.

La soja sigue siendo el cultivo mas relevante entre los granos oleaginosos. Santa Fe ocupa el
primer lugar entre las provincias productoras, con casi el 32 % del total nacional. En el sur, se
cultiva el 70 % de la produccidon granifera provincial, obteniéndose los mejores rendimientos.
Es el area cerealera por excelencia, debido a su clima templado y suelos aptos. En el norte, con
clima subtropical, altas temperaturas y pocas precipitaciones, los principales cultivos son los
industriales, como la cafia de azUcar y el algodon. En la zona denominada “La Costa", donde
lo determinante es el rio Parana, se cultiva arroz y productos frutihorticolas. La horticultura
tiene, también, un desarrollo diversificado alrededor de los grandes centros urbanos,
especialmente Santa Fe y Rosario. Posee un mercado en fuerte expansion, debido al

crecimiento significativo del mercado nacional de productos frescos y congelados.

1.1.2.Cambios agricolas y técnicos
El liderazgo agricola de la provincia de Santa Fe, tanto en cultivos tradicionales como
regionales marcaron su trayectoria. Sobre la base de la informacion obtenida por el Censo
Nacional Agropecuario 1988, se identificaron y caracterizaron los principales sistemas
productivos de la provincia (INTA, 2002). Desde esa época hasta el presente se ha verificado
una profunda transformacion estructural del sector y una notable concentracion de los

establecimientos agricolas y por consiguiente de productores agropecuarios. Por el momento
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esta es una fuerte apreciacion que necesariamente deberd ser evaluada en todas sus

dimensiones e implicancias econdmicas Yy sociales.

1.1.2.1. Sistemas productivos intensivos

Sin duda los productos horticolas simbolizan la seguridad y soberania alimentaria de las
diversas regiones y una linea productiva siempre presente en los cinturones urbanos.
Las zonas horticolas en la Argentina se clasifican en tres tipos:

V' cinturones verdes,

v" zonas horticolas especializadas

v é&reas de horticultura extensiva.
Los cinturones verdes son las quintas o huertas que rodean a las grandes ciudades donde los
cultivos predominantes son hortalizas de estacion y/o verduras de hoja. Las zonas horticolas
especializadas se componen de huertas dedicadas a cultivos particulares con presencia de
mano de obra asalariada. Las areas de horticultura extensiva corresponden a zonas con
cultivos mas mecanizados donde se siembran superficies significativas, se los rota con cultivos
no horticolas y el destino de la produccién puede ser industrial (Vigliola y col., 1991).
La forma familiar es la mas antigua de las practicas de explotacién agricola y tiende a
satisfacer las necesidades de las comunidades en las que se encuentran. Se desarrolla en
pequefias superficies (entre 0,5 y 5 ha) con una produccién muy diversificada en pequefia
escala y en general se trabaja con bajo nivel técnico, sin mano de obra asalariada. Se estima
gue no son necesarias mas de 2 personas por hectarea y su influencia econémica generalmente
no queda registrada en estadisticas nacionales.
El “Cinturon verde del Departamento La Capital” es un ejemplo de estos sistemas
diversificados que rodean a las grandes ciudades. Incluye a productores que poseen de 5 a 10
ha, con gran diversidad de cultivos a lo largo del afio (hasta 10), con uso intensivo del suelo,
agroguimicos y tecnologia rudimentaria. Pueden emplear mano de obra asalariada pero
escasamente especializada. Estas explotaciones por lo general producen especies de hoja y
hortalizas de estacion.
Actualmente, el sistema horticola diversificado esta en manos de pequefios productores y sus
familias, que se encuentran en una situacion de estancamiento y empobrecimiento provocado

por factores externos e internos que amenazan la sustentabilidad de estos sistemas productivos.
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Entre los aspectos relevantes que hacen a esta situacion Van Konijnenburg y col. (2010)

destacan:

v

v

el tamafio de las parcelas productivas es muy pequefio y las explotaciones tienen baja
rentabilidad;

muy pocos productores son duefios de la tierra que trabajan normalmente por
imposibilidad de acceso. Cada afo, el arrendamiento de tierras de calidad para cultivos
horticolas es més dificil, no solo por la mayor demanda de suelos aptos para cultivos
especiales, sino también por el incremento del precio/ha de alquiler o subalquiler con
contratos a muy corto plazo;

la gran mayoria de los productores no cuenta con tractores y herramientas de labranza.
Recurren al alquiler de los implementos a medida que avanzan los cultivos y en
muchas oportunidades, al tener que esperar que estos se desocupen, las labores se
realizan fuera de tiempo;

en general, el parque de maquinarias muestra un gran deterioro originado no solo por
su antigliedad sino por la falta de mantenimiento;

la eficiencia empresaria de los productores es baja;

los rendimientos especificos de las distintas variedades pierden importancia por la gran
cantidad de producto que gueda sin cosechar. En los hechos, el rendimiento final no
esta dado por la potencialidad de las semillas o los cuidados en el cultivo, sino por lo
que se puede vender a un precio razonable;

el nivel de informalidad en las transacciones comerciales es altisimo;

fuera del Mercado de Concentracion local, hay muy pocos lugares donde el encuentro

entre la oferta y la demanda esté concentrado.

La zona horticola santafesina también tiene su origen en las corrientes inmigratorias del Siglo

XIX. La Familia Beckmann, proveniente de Hannover (Alemania) lleg6 en 1864 a Argentina

para luego asentarse en la ciudad de Santa Fe. Guillermo Beckmann que tenia oficio de

zapatero y pocos conocimientos sobre cultivos, se propuso transformar su vida y comenzé a

trabajar las tierras en la zona norte de la ciudad. Aun en nuestros dias, esa zona es denominada

Monte Zapatero y constituye parte del area del cinturdn horticola de la ciudad de Santa Fe, en

referencia a su persona.

26



En la actualidad, el Cinturon Verde Santafesino aporta un 1,2 % al mercado nacional con sus
productos. Comprende unas 3100 ha de las cuales son cultivadas en forma intensiva unas 1200
ha en las que trabajan, hasta 3400 personas (Rodriguez y Lenarddn, 2007).

A través de los afios, la actividad modificd sus principales parametros debido a la baja
rentabilidad, el atraso técnico e intensos fendmenos climaticos (inundaciones y granizo). De
unos 350 productores en 1980, se redujo a unos 150 en 2008, debido a una reduccidn de tierras
destinadas a estos cultivos intensivos. A partir de 2006, los establecimientos productivos con
mayor superficie (méas de 50 ha) han ido reemplazando la actividad horticola por los cultivos
extensivos. La falta de acciones cooperativas hace que la mayoria de los productores, por lo
general pequefios, participen solo en la produccidn y muy escasamente en la comercializacion.
La tendencia de este tipo de explotacién es negativa y gradualmente va siendo sustituida por
los cultivos horticolas especializados o bien, reemplazados por cultivos extensivos de trigo,
soja y alfalfa.

La produccién horticola en la actualidad se concentra en cultivos de hortalizas de hoja
representadas principalmente por lechuga, achicoria, rdcula, acelga, espinaca, repollo, brécoli
y coliflor. Le siguen tomate, pimiento, zapallito, calabaza y pepino y en mucho menor
porcentaje otras verduras (remolacha, rabanito, batata, berenjena, puerro, perejil, chaucha,
etc.).

Hortalizas cultivadas

echiachicAic
22,07% tom/pim
repibrdoicolif
acalfespin
zapali/zlzap/pep
remaolraban'bata

puarr/parjfvardan

14,85%

chaucha

beren/cet blanca
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Figura 1.4. Porcentaje de los principales cultivos horticolas
(Fuente: Rodriguez y Lenardén, 2007)

En comparacion con otros tipos de producciones agricolas, la horticultura se caracteriza por un
uso intensivo de agroquimicos por unidad de superficie. En el Cinturon Verde Santafesino los
cultivos considerados de alto riesgo reciben tratamientos seriados con insecticidas y fungicidas
a lo largo de su proceso de desarrollo. Un ejemplo de ello es el cultivo del tomate cuya
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productividad estd severamente limitada por plagas y enfermedades y puede llegar a recibir
hasta 40 tratamientos con agroquimicos. Los plaguicidas mas utilizados en el cultivo del
tomate son mancozeb, cipermetrina, deltametrina, buprofezin, imidacloprid, clopirifos,
metamidofos y oxicloruro de cobre. A menudo la aplicacion incluye tres ingredientes activos,
a la vez o secuenciados (Castignani y col., 2004).

Los relevamientos desarrollados en la zona demuestran que un 57 % de los productores solo
emplean biocidas, mientras que el 43 % restante ademas aplican abono foliar, urea, adherentes,

etc. (Rodriguez y Lenardon, 2007).

[ herbic (glifesate / trifuralinaslinurén)

[ nsectic, acaric vy namatic (oxamyl / carbofuran;
lufanurén £ imidacloprid)

3\

B nsectic v acaric (matamidofés / clomirifés/clorfenapir)

[ nsectic (ciparmatrina / cartap/lambdacialotrina )

[ fungic (mancezeb / zineb/cobre)

30,47 %

Figura 1.5. Porcentaje de los plaguicidas utilizados en los cultivos horticolas
(Fuente: Rodriguez y Lenardén, 2007)

Los plaguicidas mas utilizados son los insecticidas, nematicidas y acaricidas (57 %),
herbicidas (8 %) y fungicidas (35 %) (Castignani y col., 2004; Rodriguez y Lenardén, 2007;
Simoniello y col., 2008).

1.1.2.2. Sistemas productivos extensivos
Histéricamente, Argentina ha sido uno de los lideres mundiales en la produccién y exportacion
de productos agricolas. La principal razén es que se trata de un pais relativamente poco
poblado y rico en recursos naturales para la produccion agricola. Segun datos de la Food and
Agriculture Organization (FAO), en 2006, Argentina representd solo el 0,59 % de la
poblacion mundial, pero con un 2,10 % de la superficie mundial total de la tierra. El pais posee
el 2,23 % de la tierra cultivable del mundo y con un dato ain mas importante, el 2,96 % del

area del planeta con prados y pastos permanentes.
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Evaluando los datos del siglo XX, la produccion de maiz y de trigo crecié a un ritmo
relativamente constante desde la década del 60. La produccion de semillas de girasol, en
cambio, aumento seis veces entre finales de los afios 1970 y 2000, para luego disminuir casi a
la mitad desde el afio 2000. Entre los cultivos, el desarrollo mas importante fue el crecimiento
explosivo de la soja, que de ser practicamente desconocido a principios de 1970 pasé a
convertirse en el cultivo mas importante. En el periodo 2005 a 2007, mas de la mitad de la
superficie cultivada y alrededor del 45% del valor de los cultivos producidos correspondieron
a la soja. Los patrones de evolucién de la produccién de cultivos fueron inducidos por los
cambios en la rentabilidad relativa de los diferentes granos, principalmente derivados de
cambios en la oferta y la demanda mundial, la introduccion de nuevas tecnologias y las

politicas agricolas nacionales (Lence, 2010).
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Source: Prepared using data from FAOSTAT.

Figura 1.6. Indice de produccion de los principales cultivos en Argentina
1961-2007 (Fuente: Lence, 2010).

Argentina, fue intensificando su agricultura muy rapidamente. Al evaluar lo ocurrido en los
ultimos treinta afios, observamos que la produccién total de granos estuvo estancada entre la

década del '80 y '90 en aproximadamente 32/38 millones de toneladas y logré duplicarse en la

29



ultima década superando ligeramente los 70 millones de toneladas, lo que significa un

desempefio realmente espectacular (Figura 1.6).

La composicion de los cultivos de granos cambid y hoy el 50% del &rea y del tonelaje esta
cubierto practicamente por soja. EI maiz y el trigo alcanzan el 37% del area destinada a
granos. Los rendimientos unitarios en trigo pasaron de alrededor de 1.6 t/ha a 2,4 t/ha; en maiz
el incremento fue de 3 a 5,5 t/ha, alcanzando las 6 toneladas en el 2002. Es evidente que esto
no se logra solo con mejoramiento genético, sino también con tecnologia en la produccion de
semillas. La produccion de semillas en Argentina tiene un grado de crecimiento comparable al
de los paises mas desarrollados en técnicas agricolas. La duplicacion de la produccion total de
granos es un claro ejemplo de que los cambios en el proceso productivo fueron efectivos,
liderados por la difusion de cultivos transgénicos (Domingo, 2004).

Los cambios en las politicas que se relacionan directamente con la agricultura implicaron la
supresion de las restricciones cuantitativas y la reduccion de los aranceles sobre las
importaciones de insumos agricolas (por ejemplo, fertilizantes, herbicidas, maquinaria y
equipos de riego). Ademas, otros cambios de politica provocaron un aumento sustancial en las
importaciones de fertilizantes, pesticidas y maquinaria agricola: la eliminacién de impuestos a
la exportacion, la reduccion significativa de la burocracia en el canal de comercializacién y
eliminacion de las tasas fiscales en los combustibles de uso agrario, que se tradujo en el uso
mucho mayor de insumos agrarios (Figura 1.7). Como resultado, la superficie cultivada con
los principales cultivos anuales se expandi6 durante el decenio de 1990 y como era de esperar,
la produccion agricola crecié a un ritmo mucho mas rapido en la década de 1990 que en

décadas anteriores (Lence, 2010).

También en la provincia de Santa Fe, en los Gltimos afios del siglo pasado y en lo que va del
presente se han producido cambios profundos en el sector agropecuario, promovidos entre
otras cosas por el crecimiento y la expansion del cultivo de soja. Durante mucho tiempo la
provincia, por su naturaleza y tradicion agricola, especialmente su porcion sur (pampa
himeda), fue la que tuvo mayor superficie implantada y mayor volumen de produccién de

cereales (Spontdn y col., 2004).
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Figura 1.7. Tasas de Importacion de fertilizantes, pesticidas y maquinas agricolas,
1961-2007 (Fuente: Lence, 2010).

De acuerdo al uso actual de las tierras, el territorio provincial puede dividirse en zonas
agricolas, mixtas y ganaderas. Se considera que, las zonas agricolas son aquellas en las que la
agricultura ocupa 66% 6 mas de la superficie bajo uso rural y las ganaderas comprenden las
tierras en las que la ganaderia ocupa 66% 6 mas y en las que no se prevé un avance importante
de la agricultura. En tanto, las mixtas incluyen dos situaciones: a) aquéllas en las que ninguna
de las actividades es netamente dominante y b) a las ganaderas, donde la agricultura tiene
importancia local y es previsible que avance en el futuro cercano. En la Fig. 1.8 se identifican
las zonas y sub-zonas (Giorgi y col., 2008) de la provincia mediante colores diferentes: las
sub-zonas netamente ganaderas en celeste, las ganaderas y mixtas en grises, las mixtas verdes

y las netamente agricolas en amarillo, naranja y marron.
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ZONIFICACION AGROECONOMICA
DE LA PROVINCIA DE SANTA FE
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Figura 1.8. Zonificacion agroeconémica de la provincia de Santa Fe
(Fuente: Giorgi y col., 2008).

La expansion del cultivo de soja en la provincia obedece a varios factores que contribuyen a
este verdadero “fendmeno agricola” analizado por Baigorri y Pereyra, (2002):
v’ existe un mercado muy firme para la exportacion de soja y sus derivados, por su alto
contenido tanto de proteina como de aceite
v" la variacion en el tipo de cambio ha impactado favorablemente sobre la renta de los
sistemas agricolas
v' el desarrollo de técnicas de produccion innovadoras facilitaron y tornaron mas eficiente

el proceso ( mayor rentabilidad e incremento de la productividad)

Sin embargo, no deberia confundirse crecimiento econémico con desarrollo. En numerosas
comunidades existe como consecuencia de la “sojificacion” una gran expansion econdmica,
que se concentra en manos de "grandes productores”. La calidad de vida de los habitantes del
lugar no mejora significativamente, debido a que las zonas rurales se siguen despoblando,
merced al éxodo hacia las grandes ciudades ya que las actividades productivas modernas

implican la disminucion de mano de obra, reemplazada por una alta tecnificacion.
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Otros factores no menos importantes son las pérdidas econdmicas por factores climaticos y por
plagas. Es importante mencionar que este cultivo puede ser atacado por una gran diversidad de
especies de orugas defoliadoras durante el periodo vegetativo, mientras que durante la etapa de
fructificacion se incrementan las poblaciones de chinches, insectos que representan una seria
amenaza por su gran efecto negativo en rendimiento y calidad de la semilla (Aragon, 2003).

La soja estd intimamente relacionada con el consumo de plaguicidas y este es diferente de
acuerdo a la region. En el centro de la provincia de Santa Fe, se estima que los productores de
soja efectian un promedio de una aplicacién de insecticida por lote por afio, mientras que en
regiones productoras del norte de la provincia, las aplicaciones necesarias para la proteccion
del cultivo alcanzan promedios de 2 a 4 por lote, segun los afios. Para ello se dispone de varios
insecticidas registrados a base de productos fosforados y mezclas de éstos con piretroides
(Baigorri y Pereyra, 2002). La soja esta ligada al uso casi exclusivo de variedades
transgénicas, donde las semillas genéticamente modificadas son resistentes a la accion del
herbicida glifosato. Pero no estan bien definidas las practicas mas eficientes para el manejo de

las malezas a nivel predial en siembra directa, y menos ain a nivel de region.

Tabla 1.1. Datos comparativos para los periodos 2008-09 y 2009-2010 de los principales

cultivos de la Argentina (Fuente: Bolsa de Cereales)

Avances siembra vy cosecha Argentina.

Fecha: 8/04/10 Soja Soja Girasol Girasol

®/09 0910 08/09 0910

Siembra Mil ha. 17.750 [ 19.000 2.230 | 283 2860 2.500 4.550) 3080
Perdida mil ha 1.090 0.150 0.142 0.066 0.340 0.025 0.350 0.320
Cosechable Mil ha l6.660 [ 18850 2003 1.219 2120 2475 4.200 2.760
Avance Cos/Siemb % 100 275 100 0.4 100 50.0 100 100
C. Afio anterior % 100 5.1 100 [00.0 100 - 100 100
Rinde T/'ha 18920 |[3360% | 450 [.740 5910 2.070 2,100 | 2.700*
E. Afo anterior T/ha 2870 1920 1710 | 450 6.840 5910 2.930 2.100
Prod/Siem Mil to ha. | 31 888 | 17389 3008 1917 [12.521 11.215 &.100 7.440
Proveccion Mil t 32.000 54.5% 008 | 2.000% | 12521 | 20200 100 | 7.440*

Fuente: Elaborado a partir de Bolsa Cereales 25/03/2010) * Proyectado

Analizando los informes del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) para el
afio 2010 (Tabla 1.1), donde se presentaron los resultados a nivel nacional de los distintos
granos, podemos observar las perspectivas y proyecciones en miles de toneladas para cada uno

de los cultivos. La provincia de Santa Fe, contribuye en gran medida a estos rindes, la soja
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ocupa el primer lugar en la produccion provincial, y contribuye en un 30 % con la produccion

nacional de esta oleaginosa (Mufioz, 2010).

El maiz es otro cultivo muy importante (contribuye con el 14,7% a la produccion nacional),
que participa en muchas secuencias agricolas o ganaderas en la zona central de Santa Fe
debido a sus multiples usos y a los interesantes margenes brutos que se obtienen. La oferta de
hibridos en el mercado es importante y afio a afio se renueva constantemente. Para la region
centro, se recomienda la preparacion del suelo con una mezcla de herbicidas: glifosato y
atrazina. El tratamiento post-emergente incluye el uso de glifosato, atrazina y un insecticida-
acaricida: metil-pirimifos y buprofezin, y para el control de plagas mezcla de insecticidas:

clorpirifos y lambdacihalotrina (Fontanetto y col., 2009).

El trigo santafesino constituye el 11% de la produccion nacional. En informacion
proporcionada por el INTA de la regién centro, el control de malezas se efectia en presiembra
con la aplicacion de “barbecho quimico” mezcla de los herbicidas: glifosato, 2,4-D y
metsulfurén-metil (Cencig y col., 2008). El girasol contribuye con un 6 % al total argentino y
para este cultivo se recomienda el control de malezas en presiembra con glifosato y en pre-
emergencia con los herbicida acetoclor y fluorocloridona (Villar y Cencig, 2009).

En la Tabla 1.2. se resumen los costos que debe enfrentar el productor argentino para cada
cultivo, expresando los datos en dolares por hectarea para los distintos insumos. Son muchos
los factores que deben considerarse para determinar el margen bruto de ganancias, aunque la
soja sigue siendo el cultivo mas rentable. Mientras que las practicas de fertilizacion del suelo
no insume costos elevados para el productor comparado con otros cultivos, los costos en
servicios suelen ser elevados debido a la necesidad de maquinarias especificas y el elevado
uso agroquimicos, los que se encuentran intimamente relacionados con la produccion de la

soja.

Considerando el incremento de este cultivo mayoritario en las ultimas décadas, las
proyecciones para las proximas temporadas y la necesidad de insumos especificos para su
produccion (pesticidas), deben ser profundamente evaluadas las consecuencias sobre la salud

humana y su habitat.
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Tabla 1.2. Costos por ha para los distintos cultivos.
(Fuente: INTA EEA Pergamino, 2010).

Fecha 16/04/2010 \\

' Rendimiento Qg/ha |

Precio futuro u$s/qq 13,9 13,9 24,0 24,0 11,2 11,2 22,3 22,3
Ingreso Bruto u$s/Ha 487 | 626 | 432 | 600 | 840 | 1064 | 624 | 847
G Comercializacion %/1B | 20 20 12 12 25 25 16 16
Ingreso Neto u$s/Ha 389 | 500 | 380 | 528 |630 | 798 | 524 | 712
Labranzas u$s/Ha 48 48 49 49 42 42 66 66
Semilla u$s/Ha 40 40 35 35 80 80 46 46
Urea, FDA u$s/Ha 157 | 157 | 62 62 132 | 132 | 28 28
Agroquimicos u$s/Ha 18 18 25 25 28 28 45 45
Cosecha u$s/Ha 34 44 35 48 59 74 37 51
Costos Directos u$s/Ha -297 | -307 | -206 | -219 | -341 | -356 | -222 | -236
Margen Bruto u$s/Ha 92 194 | 175 | 309 | 289 | 442 | 302 | 476
SIEMBRA PORCENTAJE

MB-40%IB u$s/Ha -102 | 57 [2 |69 116 |52 | 137
ARRENDAMIENTO

Alquiler promedio qg/Ha | 12 12 9 9 30 30 18 18
M B- Alquiler u$s/Ha <75 | 27 -41 | 93 -47 | 106 | -99 |75

Margenes brutos de los cultivos en dolares. FDA: fertilizacion con fosfato diaménico

1.1.3. Exposicion a plaguicidas: Condiciones socio-ambientales

En diferentes estudios se ha tratado de identificar una amplia gama de factores que pueden
estar asociados con la exposicion humana a plaguicidas. De estos andlisis se podrian
desprender un conjunto minimo de consideraciones necesarias para comprender la exposicién
y los efectos sobre la salud, tanto de las poblaciones como de los trabajadores, a través de un
conjunto de interrelaciones y de factores predictores de la exposicion a pesticidas.

Se ha planteado que existen factores proximales y distales de la exposicién a plaguicidas. Los
determinantes proximales de la exposicion son generalmente los comportamientos practicados
ya sea por los trabajadores agricolas en el lugar de trabajo o por los trabajadores agricolas y
los miembros de su familia, co-residentes en el hogar. Estos determinantes incluyen el uso de
equipo de proteccion personal (EPP) y las normas de higiene utilizadas en el lugar de trabajo,
asi como las practicas de lavado e higiene de vestimentas y enseres en el &mbito domeéstico.
Los factores distales incluyen las condiciones ambientales en el trabajo (por ejemplo,
formacion en seguridad), en el hogar (por ejemplo, el nimero de trabajadores que habitan en
una misma la vivienda), y en la region (por ejemplo, grandes extensiones tratadas con
agroquimicos). Estos factores ambientales afectan a la exposicion a través del
comportamiento. La asociacion de factores ambientales y de comportamiento es moderado por
factores psicosociales, incluyendo las actitudes, valores, creencias y el conocimiento de los

trabajadores rurales o de los aplicadores de pesticidas.
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1.1.3.1. Acceso a la poblacion.
En nuestro pais, los trabajadores rurales viven con sus grupos familiares y estos se encuentran
dispersos en diferentes areas, a menudo dentro de las distintas quintas o establecimientos que
se encuentran separadas por distancias relativamente cortas pero sin pavimentos 0 mejorados
en las calles.
Los trabajadores agricolas constituyen una poblacion de no facil acceso y de la que es
sumamente dificil reclutar participantes para actividades sociales y/o sanitarias. Por lo general
y en particular en el cinturén verde de Santa Fe (region de estudio), no existe una lista de
trabajadores rurales a nivel oficial que permita seleccionar una muestra poblacional con esos
fines. Frecuentemente los propietarios de las quintas y/o capataces son refractarios a que los
trabajadores agricolas participen en investigaciones sanitarias.
La organizacion del trabajo agricola, su estructura temporal, los métodos de produccion y la
dependencia econdmica del trabajador, son las principales dificultades para la realizacién de
evaluaciones, que han sido reportadas por diferentes investigadores (Quandt y col., 2002,
2004).

¢Cbémo, donde y cuando los trabajadores pueden ponerse en contacto con un grupo de
investigadores y ser evaluados? El acceso a los trabajadores incide sobre todos los aspectos de
la investigacion y es un elemento critico ya que afecta el analisis necesario para investigar las
hipotesis que se desean probar, para poder determinar las tasas y los predictores de exposicion.
Esto decide como se puede desarrollar la investigacion, asi como el disefio de la muestra del
proyecto y la recopilacion de datos. Pero ademas, el acceso también tiene importancia ética:
los investigadores deben considerar si los trabajadores agricolas se estarian exponiendo al
riesgo de sanciones o a perder el puesto de trabajo.

Para acceder a los trabajadores rurales en sus lugares de trabajo, los investigadores deben
conocer qué explotaciones agricolas emplean trabajadores y los periodos de mayor actividad
productiva. El acceso a los lugares de trabajo es controlado por los productores, en el caso de
los trabajadores rurales, asi como por los duefios de las empresas de fumigacion, en el caso de
los aplicadores. Debe gestionarse el acceso a los lugares de trabajo pero este puede ser negado
por el productor o el capataz con la sola justificacion de no detener o entorpecer el trabajo.
Ademas, los productores o propietarios pueden preocuparse por la responsabilidad que les
pudieran generar los informes si las investigaciones determinan que las normas y leyes no se

respetan, que un trabajador esta expuesto o se enferma por la exposicion a agroquimicos.
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Exposicion ocupacional a los Agroquimicos
Evaluacion del Dafio Genético y su relacién con Procesos de Estrés Oxidativo.
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Figura 1.9. Fotos de una “Posta Sanitaria” cercana a una

comunidad aborigen del area rural

Figura 1.10. Fotos del Servicio de Atencién Médica a la Comunidad (SAMCo)
de la localidad Providencia, zona de cultivos extensivos

El acceso a los servicios de salud (dispensarios y hospitales zonales designados SAMCo:
Servicio de Atencién Médica a la Comunidad) no siempre es facil. Los médicos a veces son
refractarios a participar en la investigacion, ya que puede afectar el flujo de trabajo y aumentar
sus tiempos y costos. También a menudo hay desconfianza en colaborar con la investigacion
en funcion de las experiencias anteriores de los servicios de salud con evaluaciones que no han
aportado datos y soluciones.
Dos aspectos de la estructura temporal de la produccién agricola son criticos en las etapas de
muestreo, medicion y recopilacion de datos: la estacionalidad y el periodo de produccién.
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Por otra parte, se utilizan diferentes plaguicidas durante cada campafia agricola y esta
heterogeneidad provoca dificultades en el muestreo y posterior analisis, como también en la
recoleccion de datos referentes a las tareas que realizan los trabajadores. El limitado tiempo
dentro de cada fase de la produccién complica la investigacion y ademas, los factores
externos, como lluvias, anegamientos e inundaciones, pueden tener un efecto ain mas

dramatico en el acceso a la poblacion.

1.1.3.2. Caracteristicas del trabajo rural.
Los trabajadores rurales migratorios y temporales son trabajadores eventuales. La fuerte
dependencia entre las formas agrotécnicas y las relaciones laborales ocasionales crea varios
retos para el disefio y ejecucion de la evaluacion de exposicion a fitosanitarios. En primer
lugar, la ausencia de un régimen de empleo a largo plazo en el trabajo agricola disminuye la
capacidad de proseguir con las evaluaciones a través del tiempo y pone limites a la capacidad
de los investigadores para valorar la exposicion acumulativa a agroquimicos, a corto y largo
plazo, las consecuencias para la salud y la efectividad de las intervenciones de vigilancia
sanitaria para evitar la exposicion.
El empleo de jornaleros (comunmente llamados peones “golondrina”) en algunos sectores de
la agricultura crea problemas para delimitar si la exposicion a agroquimicos se produjo como
consecuencia solo de las labores agricolas evaluadas o de actividades llevadas a cabo en otro
trabajo anterior. Por Gltimo, la ausencia de relaciones de empleo a largo plazo crea dificultades
en la definicién y creacion de muestras representativas (Arcury y col., 2006).
La exposicion a agroquimicos es probable que sea mayor entre los trabajadores agricolas de
temporada o jornaleros, en contraste con los “permanentes”. Los trabajadores agricolas
permanentes (mas estables, no temporarios) pueden llegar a adquirir un conocimiento mas
eficiente sobre el uso de los equipos de aplicacion y vestimentas que los trabajadores agricolas
estacionales o jornaleros. Algunas investigaciones sostienen que los jornaleros generalmente
estdn mas expuestos a tareas con riesgo que los trabajadores permanentes (Quintana y col.,
2001). También, los jornaleros podrian ser menos propensos a poseer o a solicitar equipos de
proteccion o a informar a los propietarios sobre los peligros potenciales por temor a que esto
pueda poner en peligro el trabajo (Aronsson 1999; Aronsson y col., 2002; Quinlan y col.,
2001).
Uno de los aspectos primordiales del entorno de trabajo, directamente relacionados con la

exposicion a plaguicidas, es el entrenamiento o capacitacion en seguridad que puedan tener los
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trabajadores. Varios trabajos en distintos paises demuestran que los trabajadores rurales no
tienen una formacion conforme a lo dispuesto por las normativas, aunque las tasas varian con
el tiempo (Arcury y col., 1999; Elmore y Arcury 2001).

Las normas de capacitacion en uso seguro de plaguicidas o al menos su contenido minimo,
forma parte de las actividades obligatorias de las aseguradoras de riesgo de trabajo (ART)
tanto para los trabajadores rurales como para los aplicadores. Sin embargo, el caracter
temporario de los trabajadores, la ausencia de vigilancia sanitaria y la falta de sindicalizacion,
no contribuyen al cumplimiento de las normas o leyes vigentes.

También se ha observado que, aun cuando el entrenamiento se produce, es poco entendido
tanto por problemas educativos como por barreras del lenguaje (Salazar y col., 2004). Por otro
lado investigaciones con aplicadores (Martinez y col., 2004) y con trabajadores rurales (Perry
y Layde, 2003) demostraron que el entrenamiento de seguridad produce un mayor

conocimiento, pero no necesariamente adecuados comportamientos de seguridad.

1.1.3.3. El ambiente domeéstico: aspectos fisicos y sociales.
1.1.3.3.1. Trabajadores rurales y aplicadores de cultivos intensivos

La proximidad de las viviendas a los campos agricolas tratados con pesticidas se ha sugerido
como un factor estrechamente relacionado con la exposicion (Fenske y col., 2000). Los
estudios de muestras de polvo de los hogares de trabajadores agricolas apoyan esta sugerencia,
tanto en términos de las concentraciones de plaguicidas (McCauley y col., 2001) como en el
numero de pesticidas hallados en el hogar (Quandt y col., 2002, 2004).

Por otra parte, la presencia de depositos de agroquimicos y sus envases vacios, en las
proximidades de las viviendas, constituye uno de los problemas mas serios en nuestra regién
(Rodriguez y Lenardon 2007).

Figura 1.11. Fotos de envases de agroquimicos en la cercania de hogares rurales
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Varios indicadores de calidad de la vivienda se han relacionado con una mayor exposicion a
los pesticidas de las familias rurales. La antigliedad y las condiciones de higiene de la vivienda
asi como una historia de los diferentes ocupantes puede llevar a la acumulacion de importantes
cantidades de plaguicidas y estar asociadas con una mayor exposicion (Quandt y col., 2004).
La composicion de los hogares rurales puede tener influencia sobre la exposicion a pesticidas
en la vivienda (Arcury y col., 2005; McCauley y col., 2001, 2003). El tamafio de las familias
rurales y las condiciones de hacinamiento, fue relacionado por varios autores con la
exposicion a los plaguicidas y las conductas de seguridad en el hogar (Quandt y col., 2004;
Goldman y col., 2004).

Las mujeres, por lo general tienen gran participacion en la actividad horticola. Sin embargo su
percepcion del riesgo es mas baja puesto que no se reconocen a Si mismas como
“trabajadores”. Asi, para su entendimiento, ellas no estarian expuestas a pesticidas, ya que
solamente estdn “ayudando” a sus maridos o padres, en actividades de proteccion de los
cultivos. Varios estudios informan elevadas tasas de intoxicacidn por pesticidas entre el grupo
de mujeres (SINITOX, 2003; SI.NA.V.E, 2003) y en algunos casos las mujeres que residen en
hogares rurales reportaron dificultades en la higiene del hogar y las ropas de trabajo ya que los
roles de género limitan la autoridad de las mujeres sobre el comportamiento del hombre

trabajador rural (Arcury y col., 2005 y Quandt y col., 2004).

Los hijos de los trabajadores rurales se encuentran frecuentemente en contacto con los cultivos
ya sea para trabajar o bien recibir algin control mientras la madre trabaja. Esto ha sido
descrito también por otros autores (Cooper y col., 2001, Hernandez-Valero y col., 2003;
Mandel y col., 2005) que demostraron la presencia de plaguicidas en sangre, hallando relacion
entre la duracion del trabajo agricola y el incremento significativo en los niveles de
exposicion.

Varios investigadores han tratado de evaluar el conocimiento de los trabajadores agricolas
sobre los plaguicidas y analizar sus creencias que provienen de la simple exploracion,
comprobandose que los trabajadores consideran que solamente el producto himedo o liquido
puede dafiarlos y que solo la exposicién aguda puede causarles enfermedad ya que no
consideran la exposicion cotidiana o seriada (cronica). Los trabajadores rurales y los
aplicadores estiman que hay trabajadores mas “sensibles” a ciertos productos (susceptibilidad

individual), y que enfermarse es “parte del trabajo”; ya que trabajar en condiciones inseguras
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Exposicion ocupacional a los Agroquimicos.
Evaluacion del Dafio Genético y su relacién con Procesos de Estrés Oxidativo.

es aceptable cuando las remuneraciones son satisfactorias (Quandt y col., 1998, 2001; Salazar
y col., 2004)

Figura 1.12. Trabajadores rurales y sus hijos en una quinta santafesina

La comunicacion con los trabajadores horticolas se ve dificultada por diferencias en el
lenguaje y serias limitaciones en el grado de instruccion escolar (Arcury y col., 2001; Kamel y
Hoppin, 2004; McCauley y col., 2001). El vocabulario de los trabajadores incluye expresiones
muy particulares: los fitosanitarios suelen denominarse “liquido” o “producto”, otras veces
“veneno” y a la aplicacion se la denomina “fumigacion” o “cura”.

Naturalmente, el nivel de educacion y alfabetizacion de la poblacién afecta la comunicacion
entre los investigadores y los trabajadores del campo. Los jornaleros generalmente tienen
menos de 7 afios de escolaridad (duracién de la escuela primaria). En conjunto, estas
caracteristicas hacen del contacto, el reclutamiento y la obtencion del consentimiento
informado de los trabajadores, una etapa dificil. Como consecuencia también se hace complejo
el proceso de recopilacion de datos y el suministro de instrucciones para la recoleccion de

muestras.
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1.1.3.3.2. Aplicadores de pesticidas en cultivos extensivos.

Los aplicadores de agroquimicos en cultivos extensivos muestran diferencias importantes en
los aspectos socio-culturales, como también en las condiciones de vida (vivienda, agua
potable, etc.) respecto de los trabajadores horticolas. Por lo general tienen escolaridad
completa e incluso en algunos casos han recibido educacién técnica.

El conocimiento de los aplicadores se pone en evidencia en su participacion en las charlas de
formacion sobre seguridad con agroquimicos. Algunos estudios han tratado de medir la
asociacion de los conocimientos sobre plaguicidas y las creencias con el comportamiento ante
los fitosanitarios (Martinez y col., 2004; Perry y col., 2000). Diferentes estudios muestran que
un mayor conocimiento aumenta la percepcion de los riesgos de los plaguicidas y la voluntad
de poner en practica comportamientos de uso seguro para reducir la exposicion y los posibles
dafios (Vaughan, 1993; Grieshop y col., 1996; Arcury y col., 2002; McCauley y col., 2002).
Entre los aplicadores que han experimentado anteriormente efectos adversos, también se
observa una mayor predisposicion a adoptar mayores precauciones cuando trabajan con
pesticidas (Lichtenberg y Zimmerman, 1999).

Los métodos de produccién en grandes extensiones, en particular el grado de mecanizacion,
introducen otros desafios para la investigacion de exposicion a agroquimicos, ya que la
tecnificacion influye en la forma de exposicion. En la década pasada, era frecuente emplear
como banderilleros a trabajadores jovenes y agiles e incluso a los miembros de la familia del
aplicador (incluyendo esposa e hijos), practicas que se perdieron con la utilizaciéon de los
banderilleros satelitales. Cuando las tareas agricolas se basan en el trabajo humano, tanto la
via respiratoria como la dérmica son las rutas comunes de exposicion, siendo esta ultima
importante cuando los aplicadores son los encargados de lavar y/o reparar los equipos sin el
uso de adecuadas medidas protectivas. La inhalacion puede ser la forma principal de absorcion

cuando el control de plagas depende por completo de las maquinas aplicadoras.

1.1.3.4. Consideraciones finales.
A pesar de la integridad de varias de las relaciones sefialadas, las diferencias en la exposicion a
pesticidas entre los trabajadores agricolas en los diferentes tipos de cultivos, no se han
estudiado por lo menos de forma explicita en nuestro pais. Del mismo modo es posible que los
tipos de cultivo intensivos y extensivos, se encuentren asociados a distintos niveles de
exposicion a pesticidas, ya que pueden existir diferencias en las précticas técnicas asociadas

las necesidades de mano de obra y los modelos de aplicacion de pesticidas.

42



1.1.4. Plaguicidas: conceptos generales
El uso de plaguicidas ha transformado nuestro planeta ya que ambientes que previamente eran
inhabitables debido a enfermedades transmitidas por diversos vectores son ahora aptos, los
monocultivos pueden crecer con minima invasion de malezas y los insectos en el hogar
pueden ser mas facilmente controlados.
Desde la simple definicion de Pesticida como producto destinado a combatir las plagas, o
ubicuo de su uso en el ultimo siglo condujo a una nueva definicion. La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) a través de la FAO define como “Plaguicida” a “cualquier sustancia o
mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo
los vectores de enfermedades humanas o de los animales, las especies de plantas o animales
indeseables que causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma en la produccion,
elaboracion, almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos, productos
agricolas, madera y productos de madera o alimentos para animales, 0 que pueden
administrarse a los animales para combatir insectos, aracnidos u otras plagas en, o sobre sus
cuerpos” (FAO, 2010).
El término incluye las sustancias empleadas como reguladoras del crecimiento de las plantas,
defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o para evitar la caida
prematura de la misma, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha
para proteger el producto contra el deterioro que se genera durante el almacenamiento y
transporte. El término comprende a todos los ingredientes activos en cualquiera de sus formas,
sin importar si fueron formulados para su aplicacion. Incluye también las sustancias aplicadas
a los cultivos antes o después de la cosecha para proteger el producto contra el deterioro que se
genera durante el almacenamiento y transporte, pero no asi los fertilizantes, nutrientes de
origen vegetal o animal ni aditivos alimentarios (FAO, 2010).
Como sinonimo de plaguicida es frecuente utilizar los términos: pesticida, producto

fitosanitario, fitoterapico, producto de sanidad vegetal, agroquimico, biocida.

A pesar que se introducen al mercado nuevos productos agroquimicos con mayor selectividad
sobre el vector a controlar y por tanto menor toxicidad para los organismos no-blanco, lo
determinante de su peligrosidad en ocasiones, es la forma y condiciones de su aplicacién. En
la actualidad, en los paises desarrollados son poco frecuentes los incidentes en humanos por
exposicion aguda a plaguicidas. Ello se debe, tanto a las severas restricciones en el uso de

productos altamente toxicos como también al empleo de nuevos productos de menor toxicidad
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para los mamiferos y otras especies, pero fundamentalmente al estricto cumplimiento del
marco regulatorio vigente. Por ello, en la actualidad, la preocupacion de los investigadores
esta centrada en los efectos cronicos o a largo plazo de los plaguicidas.

En paises en desarrollo, en cambio, los estudios epidemiologicos (Jeyaratham 1990; McCauley
y col., 2006) estiman que 25 millones de personas por afio padecerian alguna forma de
intoxicacion por plaguicidas. En Brasil, por ejemplo, en el afio 2003, se registraron
aproximadamente 8.000 casos de intoxicacion por pesticidas con un 75 % de casos por
exposicion agricola (SINITOX, 2003). Si se considera que por cada caso registrado, habria 50
no declarados, la cantidad podria aumentar a 400 mil. En Argentina, segin datos provistos por
el Ministerio de Salud a través del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica
(SI.NA.V.E, 2003) se registraron 3881 casos de intoxicaciones con plaguicidas (30% del total
de intoxicaciones) pero solo aproximadamente el 5 % de ellas fueron de origen ocupacional.
Segun el organismo este bajo porcentaje podria deberse, por un lado a un sub-registro de casos
y por otro a que, muchos de los casos caratulados como “accidentales” (68 %), provendrian de

una erronea tipificacion etiologica.

En esta seccion de este trabajo de Tesis Doctoral se presenta una breve resefia de los productos
fitosanitarios més utilizados en los cultivos de nuestra region

Puesto que los plaguicidas se clasifican de acuerdo a diversos criterios: estructura quimica,
mecanismo de accion, forma de aplicacion, modo de accion sobre el vector, la plaga a
combatir, etc. (Ecobichon, 2005) en este trabajo de Tesis se ha optado por clasificarlos en
insecticidas, fungicidas y herbicidas, comprendiendo de este modo a grupos quimicos muy

diferentes entre si, agrupados segun la plaga a combatir.

1.1.4.1. Insecticidas
Los insecticidas mas utilizados son aquellos capaces de alterar la transmision de impulsos
nerviosos. A este grupo pertenecen los organoclorados (OC), los organofosforados (OF), los
carbamatos y los piretroides. Un segundo grupo, esta constituido por compuestos que son
capaces de formar complejos metalo-enzimaticos a distintos niveles celulares del organismo
bioldgico. Se debe destacar que, buscando una mayor selectividad sobre el organismo
considerado plaga, en la Gltima década se han incorporado los insecticidas “bioracionales” que

se caracterizan por una accion particular sobre cada insecto. Generalmente no son el resultado
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de sintesis quimica y tienen la particularidad de interferir en procesos biologicos tales como el

crecimiento, el apareamiento, la puesta de huevos o la alimentacion, entre otros mecanismos.

1.1.4.1.1. Insecticidas Organoclorados
Los OC comprenden un grupo muy heterogéneo en cuanto a su estructura quimica y pueden
ser clasificados en tres grandes grupos:

v Grupo del DDT o Clorobenzilatos: DDT, metoxicloro, pertano, keltano, DDD y prolan

v" Grupo del hexaclorociclohexano: Isémeron a-HCH, B-HCH y ¢-HCH (Lindano)

v" Ciclodienos: derivados del dimetanonaftaleno (aldrin, dieldrin, isodrin y endrin);
derivados del indano (clordano, heptacloro, heptacloroepoxido); derivados del biciclo-
heptano (endosulfan, bromodan).

El mecanismo de accion toxica de los OC resulta de interferir en la transmision axonal de
impulsos nerviosos, provocando alteraciones del SNC. Por su gran liposolubilidad y alta
persistencia, se acumulan en la cadena trofica provocando importantes cambios en el
ambiente. Por su condicién de persistencia y bioacumulacion, el uso de los OC ha sido
restringido y/o prohibido en muchos paises. En Argentina fueron prohibidos desde 1990 hasta
el presente los siguientes OC: aldrin, canfeclor, captafol, clordano, clorobencilato, DDT,
dieldrin, endrin, HCB (hexacloro ciclo benceno), heptacloro, HCH (hexacloro ciclo hexano),
lindano, metoxicloro. (SENASA, 2003).

En nuestro pais y en particular en los cultivos de la region, se emplea el endosulfan a pesar que
su uso como insecticida y acaricida, ha sido prohibido en mas de 50 paises (Carballo y col.,
2011a) por su actividad como disruptor endocrino y por ser altamente toxico en la exposicién

aguda.

1.1.4.1.2. Insecticidas Organofosforados
Los OF comprenden un grupo de pesticidas cuya estructura basica esta indicada en la Figura
1.13, donde R* y R? son por lo general grupos alquilo o arilo simples, los cuales se pueden
enlazar directamente al atomo de fdésforo o vincularse por el puente -O-O-S-. Las
caracteristicas del grupo saliente, X, dan como resultado cuatro categorias principales: (1) X
contiene un nitrégeno cuaternario, (2) X = F, (3) X = CN, OCN, SCN o un halégeno como ser

F,y (4) X = restos de otros grupos como alquilo alcoxi, o alquiltio, arilo, o heterociclicos.
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Figura 1.13. Estructura quimica de los Organofosforados

Segun su estructura quimica la OMS (2009) clasifica a los OF, desde Clase I (altamente
peligroso) a Il (ligeramente peligroso). Por su gran incidencia en intoxicaciones fatales y
siguiendo la normativa internacional, se prohibi6 en Argentina al: monocrotofos, etil-paration,
y metil-paration y se limitd el uso de otros, como por ejemplo disulfoton, etil-azinfos, etion,
metamidofos y fenitrotion (SENASA, 2003).

La accion toxica principal de los OF sobre insectos y mamiferos, es la fosforilacion de la
enzima Acetilcolinesterasa (AChE) en las terminaciones nerviosas a través de una unién
covalente P=C. EIl neurotransmisor Acetilcolina (Ac) es degradado continuamente por la
AChE. Como resultado de la inhibicion de la actividad de la AChE por parte de los OF, se
produce una excesiva estimulacion de los receptores de Ac, afectando los sistemas simpatico y
parasimpatico, el sistema neuromuscular y terminaciones nerviosas en el Sistema Nervioso
Central (SNC) (Chambers y Oppenheimer, 2004).

Los plaguicidas derivados del acido metil-carbamico, Ilamados metilcarbamatos (MeC) son
también inhibidores de la AChE produciendo la carbamilacion de las esterasas. Aqui, la union
C=C es reversible y por lo tanto estos plaguicidas son de menor toxicidad que los OF (Perkins
y Schlenk, 2000).

La intoxicacién aguda con OF y su peligrosidad ha sido descripta en numerosos estudios
(Repetto y col., 1995, Bradberry y Vale, 2005).

Se han estudiado ademas, en poblaciones expuestas a OF durante largos periodos, diversos
tipos de manifestaciones: enfermedades dérmicas, o de la piel (Cellini y Offidani, 1994)
leucemia (Morris y col., 1990), neuro-toxicidad (Jamal y col, 2002), linfoma no Hodgkin
(Hoar y Blair, 1992), aberraciones cromosomicas (AC) (Rupa y col., 1989), alteraciones en
funcionamiento hepatico (Kamal y col., 1990), aumento en la mortalidad (Cantor y Booze,
1990; Amoateng y col., 1995). Por otra parte se ha evaluado la presencia de sintomatologia
general e inespecifica con niveles de colinesterasa normales o deprimidos pero dentro de
limites establecido para poblacién no expuesta (Gordon y Richter, 1991; Richter y col., 1992;
Peedicavil y col., 1991; Mc Conell y col., 1994; Stokes y col., 1995).

Sin embargo son escasos los estudios para evaluar efectos cronicos de los OF sobre
reproduccion, teratogenicidad y carcinogenicidad. En cuanto a la genotoxicidad se han
reportado estudios utilizando el test de Ames para diclorvos generando un aumento en la
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frecuencia de mutaciones (U.S. EPA, 1988). El cloropirifos ha demostrado ser no cancerigeno
(Young y col., 1990), no teratogeno (Deacon y col., 1980), y no afectar la reproduccién
(Breslin y col., 1996), no obstante en leucocitos de sangre periférica de ratbn produce
significativo dafio al ADN (Rahman y col., 2001).

El malation (grado técnico), produce AC y micronucleos (MN) en animales de
experimentacion (Dulout y col., 1982; Hoda y Sinha, 1991; Salvadori y col., 2004). Otros
estudios in vitro, en linfocitos humanos también han mostrado resultados positivos (Nicholas y
col., 1979; Galloway y col., 1987; Herath y col., 1989; Garry y col., 1990; Balaji y col., 1993).

1.1.4.1.3. Insecticidas Carbamicos
Los carbamatos son derivados del &cido carbdmico, cuya estructura quimica tipo es: RO-NC-
(CH3)-R?, donde R* es a menudo hidrégeno o un grupo metilo por lo que se los designa MeC
para diferenciarlos de los tio y ditiocarbamatos (DTC). En algunos casos, R* puede ser N6 S 6
restos sustituidos que dan lugar a la formacién de un pro-insecticida que requiere del

metabolismo para tener accion toxica.

Los MeC, como los OFs, son inhibidores de la actividad de la enzima AChE. Aunque los
signos y sintomas de intoxicacion aguda son similares a los de los OF, la dosis a la que
aparecen los primeros sintomas son muy distantes de aquella capaz de causar la muerte.

La mutagenicidad de carbamatos se ha explorado utilizando una variedad de ensayos. En
general, la evidencia sugiere que los carbamatos no son mutagénicos. Ha sido reportado
mutagenicidad débil en el test de Ames para aminocarb, carbaril, carbofurano y ethiofencarse
y en cultivos celulares de roedores para aminocarb, carbaril, carbofurano, formetanato y
mecarbam , aunque en el mismo trabajo se reporta actividad mutagénica para aldicarb en S.
typhimurium , tiodicarb en Saccharomyces cerevisiae y carbaril en fibroblastos humanos in
vitro (Rose y col., 1999). En ensayos in vivo con ratones a los que se administré con el
alimento carbofurano, etiofencarb, formetanato y propoxur se observé un aumento en la

frecuencia de AC en los eritrocitos de médula 6sea (Rose y col., 1999).

1.1.4.1.4. Nuevos Insecticidas Quimicos
Lo primordial para los nuevos insecticidas lanzados al mercado, es que deben ser muy activos
contra los insectos economicamente mas importantes con el fin de ser comercialmente viables
y al mismo tiempo deben demostrar un alto margen de seguridad para el medio ambiente,

personas y animales. Estos agroquimicos, a menudo, presentan nuevos modos de accion,
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demuestran minimo riesgo para el desarrollo de resistencia de los insectos o resistencia
cruzada a otros insecticidas, tienden a ser baratos para su produccién y comercialmente
competitivos en un mercado cambiante que incluye enfoques tales como la tecnologia de
plantas transgénicas. En este grupo de quimicos encontramos spinosyns, insecticidas

cloronicotinilo, fipronil y analogos de hormonas juveniles.

» |nsecticidas Cloronicotinilo

Uno de estos productos naturales con actividad insecticida es la nicotina, extraido de la planta
del tabaco, Nicotiana tabacum. A pesar que sus propiedades insecticidas se conocen desde
hace décadas, el desarrollo comercial de este compuesto fue menor debido a su alta toxicidad
en mamiferos y actividad insecticida relativamente baja.

Nithiazine es un compuesto heterociclico, de estructura quimica similar a la nicotina y que
actta en el mismo receptor. A diferencia de la nicotina, es altamente activo contra los insectos,
con muy baja de toxicidad para los mamiferos y por lo tanto sirvié de base para una nueva
clase de productos: los insecticidas cloronicotinilo (por ej. imidacloprid). Debido a su accion
planta-sistémico, se usan en el tratamiento de semillas y plantulas en cultivos horticolas de la

provincia de Santa Fe.

» Insecticidas Bioracionales

Los insecticidas bioracionales se caracterizan por tener una accién particular en cada insecto.
Interfieren en procesos biolégicos propios del insecto como por ejemplo: mudas de larvas,
crecimiento, apareamiento de insectos, puesta de huevos, ademas pueden alterar la
reproduccion, la alimentacion del insecto o la deteccion olfativa. Entre estos insecticidas se
encuentran numerosos aceites derivados de productos refinados del petrdleo, productos de
origen botanico (piretro, extractos de ajo, de aji, aceites esenciales), de origen microbiano
(bacterias, hongos, nematodos, virus), minerales (derivados arsenicales, del azufre, del fluor),
jabones, hormonas reguladoras del crecimiento (hormona juvenil) y feromonas.

Un ejemplo muy conocido es el de la abamectina, obtenida por fermentacion de Streptomices
avermectilis, que tiene un uso adicional como acaricida.

Otro grupo importante son los inhibidores de la formacion de quitina 6 exoesqueleto del
insecto, por lo que las larvas de los insectos no pueden desarrollarse y mudar. Otros productos
evitan la eclosion de los huevos y si alguno llega a buen fin, las larvas recién emergidas

sucumben al poco tiempo. Dentro de este grupo se encuentran las benzoilureas, como el
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diflubenzuroén, clorfluazuron, flufenozurdn, hexaflumurén entre otros. También pueden

considerarse como insecticidas bioracionales a las feromonas.

1.1.4.2. Fungicidas

Los hongos que subsisten a expensas de organismos vegetales pueden reducir
considerablemente los rendimientos agricolas. En contraste con los dafios por insectos y malas
hierbas, las enfermedades causadas por hongos son practicamente imposibles de controlar sin
aplicaciones de productos quimicos. Los fungicidas son productos fitosanitarios que actian
sobre hongos patdgenos, capaces de producir enfermedades criptogamicas.

Los hongos proliferan en esporas que generalmente se desarrollan luego de una etapa de
hibernacion 6 latencia; por lo tanto estan preparados para resistir condiciones climaticas muy
adversas. Suelen ser transportadas por diferentes vectores a grandes distancias desde donde se

originaron, esto hace que su control y erradicacion sea dificil.

La aplicacion de un fungicida puede hacerse:

v" directamente al suelo para el control de hongos que parasitan érganos subterraneos y/o

semillas en germinacion;

v" sobre las semillas previo a la siembra para controlar los hongos presentes en el suelo y

v" en las plantas, para controlar enfermedades que afecten a tallos, hojas, flores y frutos.
Los fungicidas aplicados en forma preventiva o curativa actian por contacto o por accion
sistémica. Puesto que los fungicidas actian sobre las funciones vitales de los hongos se los
puede clasificar como:

» Fungicidas que actlan como tdxicos generales
A este grupo pertenecen el Azufre elemental (utilizado en fruticultura); las ftalamidas, que
reaccionan con grupos -tiol desnaturalizando proteinas y provocando la muerte del hongo; los
fungicidas a base de Cobre, que penetran en la espora alterando el metabolismo, sustituyendo
metales de metaloenzimas e inactivandolas y los DTC como el nabam (sal sodica), maneb

(complejo de manganeso), y zineb (complejos con zinc), entre otros.

» Fungicidas que actlan sobre la respiracion
Actlan a nivel mitocondrial en la cadena de transporte de electrones, como las carboxamidas y
las estrobilurinas. Son muy importantes en fruti-horticultura. Se incluyen aqui los

dinitrofenoles que desacoplan la fosforilacion oxidativa.
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= Fungicidas que actuan sobre la divisién celular, la sintesis de acidos nucleicos y la
biosintesis de proteinas
En este grupo se encuentran:
v" Los imidazoles que alteran la biosintesis de tubulina impidiendo la division celular;
v" Los fenilcarbamatos que actlan de igual manera, y

v" Los benzimidazoles, que tienen una mayor selectividad.

» Fungicidas que actian sobre la integridad de la pared celular
Estos productos alteran la biosintesis de esteroles, impidiendo que los hongos crezcan por
alteracion de la permeabilidad de la membrana. Suelen actuar en las ultimas etapas y son muy
selectivos. A este grupo también pertenecen los imidazoles, las pirimidinas complejas, las
piperazinas, las morfolinas y las guanidinas que tienen caracter surfactante, que son moléculas
que pueden repartirse en una interfase agua-lipido y consiguen generar una emulsion alterando

la integridad de la membrana afectando su selectividad.

» Fungicidas sin un mecanismo de accién definido
Las dicarboximidas, tienen mucha importancia en fruticultura, dado que controlan el

crecimiento de un hongo enddfito, el Botritis cinera.

La mayoria de los fungicidas tienen limitados efectos cronicos, muchos de los cuales se
observan solo a las dosis més altas que se pueden administrar. Ejemplo de ellos fueron las
intoxicaciones alimentarias con granos de cereales tratados con fungicidas en Turquia en los
afios 1955-59 y en Irak en 1972 (Rose y col., 1999).

En los cultivos horticolas regionales los fungicidas mas empleados son los DTC (tiram,
mancozeb, maneb, zineb, ferbam y metamsodium), cuya actividad se atribuye a la produccion
de un radical isotiocianato (-N = C = S), que inactiva a grupos SH en los aminoacidos
contenidos en los esporos. Para estos fungicidas los principales problemas de su uso son las
interacciones con el alcohol, los efectos antitiroideos y el potencial teratogénico y
carcinogenico.

La exposicion ocupacional a muchos DTC puede dar lugar a irritacion de la piel, inflamacion
de nariz y garganta, dolor de cabeza, fatiga, nauseas y en casos extremos, convulsiones y
pérdida del conocimiento. También se han observado alteraciones en la funcion hepatica,

anemia moderada, y otros cambios en la sangre.
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Zineb y su formulado Azurro, utilizado en Argentina, fue extensamente estudiado utilizando
distintos puntos finales de evaluacion genotdxica en linfocitos humanos (Soloneski y col.,
2001, 2002a) y en células de ovario de hadmster chino (CHO) (Gonzalez y col., 2003,
Soloneski y col., 2002b, 2003), sugiriendo la existencia de lesiones en el material genético de
las celulas evaluadas.

Los efectos antitiroideos (reducen la absorcion de yodo radiactivo y causan hipertrofia
tiroidea) fueron observados a pequefias dosis de DTC administrados a los animales de
experimentacion. EI maneb, zineb y mancozeb, dan como resultado la supresion de la sintesis
de la tiroxina, lo que lleva a desequilibrios hormonales, dando lugar a potenciales respuestas
cancerigenas. Los estudios en animales indican que maneb, zineb, mancozeb, y disulfiram,
producen efectos reproductivos adversos que incluyen infertilidad, muerte fetal temprana y
desarrollo anormal de ojos, oidos, pared abdominal, SNC y sistema musculo-esquelético (Rose
y col., 1999).

1.1.4.3. Herbicidas
Los herbicidas son productos fitosanitarios utilizados para controlar especies vegetales, no
deseadas por su impacto negativo en la produccion y rendimientos. Aunque de una manera
mas amplia, también es definido como cualquier compuesto que tiene la capacidad de matar o
lesionar gravemente plantas, y puede utilizarse para eliminacion del crecimiento de plantas o
matar parte de plantas.
Los herbicidas son el grupo de fitosanitarios con mayor crecimiento en su uso,
fundamentalmente debido a las nuevas técnicas agricolas: los monocultivos, la no rotacién de
cultivos y la mecanizacion.
Los herbicidas pueden ser clasificados por su estructura quimica, por su aplicacion (como y
cuando se aplica), segun su mecanismo de accion, su selectividad y su residualidad. También
pueden ser preemergentes o postemergentes; sistémicos o de contacto. Cabe sefialar que un
mismo herbicida, puede estar incluido en distintas categorias de clasificacion.
Los herbicidas selectivos son aquellos que se utilizan para matar las malezas sin dafiar el
cultivo. La selectividad se puede obtener como resultado de diferencias en el metabolismo, en
el modo de accion, en el momento y/o modo de aplicacion. El reciente desarrollo de cultivos
resistentes a los herbicidas a través de la tecnologia transgenica permite que los herbicidas no

selectivos sean utilizados como téxicos selectivos.
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De acuerdo a la forma en que se aplican a las plantas o al suelo, existen herbicidas de contacto
que son los que afectan a la porcion de la planta tratada con el producto, y herbicidas de suelo
que se absorben por las raices para luego distribuirse a los diferentes tejidos del vegetal. Estos
productos también pueden ser agrupados considerando sus efectos bioquimicos y fisiologicos,
teniendo sitios blanco especificos como son la fotosintesis y la respiracion, la regulacion del
crecimiento y la inhibicidn de las vias bioquimicas especificas (aminoacidos, carotenoides,
lipidos). La mayoria de los recientes avances en la quimica de los herbicidas se han dirigido a
enzimas especificas de la planta.

Mas de 200 ingredientes activos se utilizan como herbicidas en todo el mundo. En Argentina,
mas del 77% del peso total de los ingredientes activos son herbicidas (CASAFE, 2010), en
tanto en Estados Unidos es mas del 54%.

Si bien los herbicidas pueden ser menos toxicos que otros pesticidas, los modelos agrotécnicos
de uso masivo y su uso combinado con otros agroquimicos, hacen que sea importante entender
aspectos de los efectos cronicos sobre la salud que puedan relacionarse con estos productos
quimicos de uso creciente. En forma breve describiremos algunos que se emplean en cultivos

de la regioén.

1.1.4.3.1. Herbicidas clorofenoxi

Los herbicidas clorofenoxi, como 2,4-D, 2,4,5-T, MCPA vy silvex, son reguladores del
crecimiento. Actlan como auxinas sintéticas u hormonas de crecimiento, alterando el
metabolismo de la planta y posterior crecimiento. La selectividad de estos compuestos es el
resultado de las diferencias inherentes entre las respuestas de los sistemas enzimaticos de
cultivos y de malezas.

El cuadro de intoxicacion aguda por estos compuestos es multisistémico, producen efectos
sobre el SNC y periférico, el aparato digestivo, el sistema respiratorio y renal, los masculos
esqueléticos y la piel.

La exposicion cronica de humanos a estos herbicidas, se caracteriza principalmente por la
presencia de cloracné aunque se han descripto otros signos deletéreos como trastornos
neuroldgicos, incluyendo cambios en la personalidad, trastornos del suefio, pérdida de energia,
problemas de vision, diferencias en el sabor y en la coordinacion muscular. Estas acciones se
deberian fundamentalmente a la presencia de 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD),

como un contaminante que se genera durante la produccion. Algunos casos de trastornos
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neuroldgicos también han sido reportados entre los trabajadores expuestos al 2,4-D
(Ecobichon, 2005).

La genotoxicidad del 2,4-D y su formulado la sal dimetilamina de 2,4-D que se utiliza en
Argentina, fue evaluada en células CHO (Gonzélez y col., 2005) y en linfocitos humanos in
vitro utilizando los test de intercambio de cromatides hermanas (ICH), progresion del ciclo
celular e indice mitotico, concluyendo que inducen dafio citogenético en las condiciones del

cultivo (Gonzélez y col., 2005; Soloneski y col., 2007).

1.1.4.3.2. Herbicidas Bipiridilos o Bipiridilicos

En este grupo se incluyen paraquat, diquat y difenzoquat. Son selectivos y de aplicacion por
contacto después del brote. Las plantas tratadas rapidamente mantienen una apariencia
congelada debido a la destruccion de la membrana celular. El resultado es el marchitamiento y
la desecacion réapida seguida de caida de las hojas.

El mecanismo de la toxicidad del paraquat y del diquat implica la produccion de radical
superdxido en respuesta a la oxido-reduccion ciclica del compuesto en los tejidos, siendo
similar el mecanismo de toxicidad tanto en plantas como animales.

Los estudios que examinan el potencial mutagénico de paraquat y diquat utilizando el test de
Ames han arrojado datos negativos. Sin embargo, el paraquat produce aumento de AC en
Allium fistulosum y Hordeum vulgare, conversién génica en Saccharomyces cerevisiae,
reparacion del ADN en Salmonella typhimurium y mutaciones génicas en Aspergillus
nidulans. Estos resultados sugieren que estos compuestos son clastdgenos pero no mutagenos
no existiendo informes de formacién de tumores ni efectos reproductivos o teratogénicos en

animales o humanos (Rose y col., 1999).

1.1.4.3.3. Triazinas

La triazina y los productos triazol incluyen herbicidas, fungicidas e insecticidas. Algunos de
los mas comunmente utilizados son los herbicidas atrazina, simazina, metribuzin, cianazina y
propazine. Estos productos son inhibidores potentes de la fotosintesis y se utilizan
principalmente como herbicidas pre y post-emergentes.

Las pruebas de toxicidad crénica de estos herbicidas indican que en general hay pocos efectos
adversos.

Numerosos estudios de reproduccion y mutagénesis se han llevado a cabo en varios de estos

herbicidas siendo generalmente negativos. Sin embargo, la atrazina demostré producir tumores

53



mamarios en ratones y ratas Sprague-Dawley al igual que la simazina, en dosis de 100 ppm.
En base a estos resultados, la atrazina ha sido clasificada por la U.S. EPA como un
cancerigeno de clase 2 B (Rose y col., 1999). En humanos la atrazina y compuestos
relacionados han generado dermatitis y quemaduras de moderada a severa en 0jos.

1.1.4.3.4. Glifosato
El glifosato es un herbicida que controla malezas anuales y perennes, gramineas y latifoliadas.
Se aplica en post-emergencia ya que ingresa a la planta por el follaje y se mueve por xilema y
floema. Este herbicida sélo es selectivo de cultivos transgénicos (soja RR y maiz RR) que
poseen una enzima EPSP sintasa que no es inhibida por el glifosato. En estos casos se puede
emplear en cualquier etapa de crecimiento de estos cultivos.
El glifosato es un &cido organico débil que consiste en una glicina y un resto fosfonometil. La
férmula empirica es CsHgNOsP y su nombre quimico es N-(fosfonometil) glicina segin la
nomenclatura de la JUPAC.
Es usualmente formulado como una sal del acido de glifosato desprotonada y un cation, por
ejemplo, isopropilamina o trimetilsulfonio, con una pureza para el glifosato grado técnico
generalmente superior al 90%.

En animales de experimentacion, el glifosato técnico posee una toxicidad aguda muy baja por
via oral y dérmica. Siendo considerablemente méas toxico por via intraperitoneal. Se han
realizado estudios a corto plazo en distintas especies animales utilizando la alimentacién como
ruta de ingreso, pero se observaron escasos efectos en la mayoria de las pruebas. La toxicidad
a largo plazo se ha estudiado en ratones y ratas y los pocos efectos observados se produjeron a
dosis relativamente altas (20000-30000 mg/kg). Los estudios disponibles no indican que el
glifosato técnico es mutagénico, carcinogenico o teratogénico (Arregui y col, 2010).

Williams y col., (2000) realizaron una revision general sobre datos de efectos deletéreos de la
formulacién Roundup®, el surfactante POEA (polioxietil amina), el principio activo glifosato
y su metabolito principal AMPA (&cido aminometilfosfonico), reportando que no existe
evidencia convincente de dafio directo al ADN in vitro o in vivo y que los estudios realizados
no pudieron demostrar ningun potencial tumorigénico para glifosato por lo que no se considera
carcinogénico. Tampoco se encontraron datos de efectos teratogénico o embriotdxico para

POEA, AMPA o glifosato. Estos autores concluyeron que ni el Roundup® ni ninguno de sus
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componentes produce mutaciones somaticas o hereditarias en humanos y que, bajo las
condiciones esperadas de uso, no poseen riesgo alguno para los seres humanos.

Sin embargo otro grupo de autores encuentran resultados positivos en estudios in vitro para
glifosato (Monroy y col., 2005), la formulacion comercial a base de glifosato (Sivikova y
Dianovsky, 2006) y el principal metabolito del glifosato, AMPA (Mafias y col., 2009b) asi
como en estudios in vivo (Piésova 2005; Mafias y col., 2009a). Mladinic y col. (2009)
evaluaron la genotoxicidad y el potencial oxidativo del glifosato en linfocitos humanos in vitro
a concentraciones probables en exposiciones laborales y residenciales (0,50-580 pg/ml),
observando un incremento en el dafio al ADN a la concentracion méas alta pero concluyeron
que, debido a la falta de una relacion dosis-respuesta, el glifosato no representaria un riesgo
significativo para la salud a concentraciones relevantes para exposicion humana.

De los estudios sobre poblacion humana se destaca la investigacion de Bolognesi y col.,
(2009), quienes realizaron un monitoreo citogenético utilizando como biomarcador la
frecuencia de MN. Estudiaron cinco regiones de Colombia caracterizadas por el uso de
glifosato como Unico pesticida y una sexta regién donde se empleaban otros pesticidas
diferentes Las mujeres en edad reproductiva (137 personas de 15 a 49 afios de edad) y sus
conyuges (137 personas) fueron entrevistados para obtener datos sobre el estado actual de
salud, historia clinica, estilo de vida, incluyendo exposicién ocupacional a pesticidas actuales
y pasadas, factores que pueden estar asociados con un aumento de frecuencia de MN. En
general, los datos sugieren que el dafio y el riesgo genotéxico asociado la aspersion de
glifosato para el control de los cultivos ilicitos (coca y amapola) evaluados a través de MN es

pequefio y parece ser transitorio.

1.1.5. La problematica de las mezclas de plaguicidas

Como hemos planteado en el punto 1.2. al referirnos a los cambios agricolas y técnicos en las
practicas agrotécnicas tanto de cultivos intensivos como extensivos de nuestra region, es
frecuente la aplicacion de fitosanitarios en mezclas y su aplicacién en forma secuenciada en
cortos periodos. Este hecho nos obliga a considerar algunos aspectos relevantes de la
problematica de las mezclas.

La mayoria de las investigaciones sobre los efectos de las sustancias quimicas en los sistemas
bioldgicos se lleva a cabo en un producto quimico, a un tiempo. Sin embargo, en el mundo

real las personas estan expuestas a mezclas, no a productos quimicos Unicos. Aunque varias
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sustancias pueden tener acciones totalmente independientes, en muchos casos dos sustancias
pueden actuar en un mismo sitio o blanco, de manera que pueden ser aditivas o no.

Muchas interacciones méas complejas se pueden producir si dos sustancias quimicas acttan
sobre objetivos diferentes pero relacionados entre si. En el caso extremo, puede haber efectos
sinérgicos, en cuyo caso los efectos de dos sustancias juntas son mayores que la suma de
cualquiera de estos efectos individuales. En realidad, la mayoria de las personas estan
expuestas a muchas sustancias quimicas, no sélo a una o dos, y por lo tanto los efectos de una
mezcla quimica es extremadamente complejo y pueden diferir de mezcla en mezcla en funcion
de su composicion quimica. Esta complejidad es uno de los mayores desafios para la
Toxicologia.

Calabrese en 1990 expresa: "Sin embargo una inquietud importante en nuestro programa
global de evaluacion es que cada agente se prueba por separado y los juicios sobre su
aceptacion se hacen sobre esa base. Desafortunadamente los seres humanos no estan
expuestos como lo fueron ratones y ratas experimentales, a un solo agente, sino a toda una
gama de agentes quimicos y de hecho a un mar de niveles generalmente bajos de agentes
quimicos. El problema para la salud humana, por lo tanto, no es sélo la probabilidad de que
un agente simple cause efectos adversos a la salud, sino también como nuestras pruebas y
sistemas predictivos traten la realidad de la exposicién a las mezclas complejas en el mar de
toxinas ambientales”.

En los ultimos 15 afios, varios estudios con mezclas quimicas (por ejemplo, sustancias
guimicas hormonalmente activas o plaguicidas) en concentraciones cerca o por debajo de la
concentracion sin efectos observados (NOEC o NOAEC) han informado respuestas bioldgicas
potencialmente perjudiciales (Cavieres y col., 2002; Rajapakse y col., 2001; Welshons y col.,
2003). Es evidente que el interés y la investigacion sobre las mezclas quimicas se ha
intensificado en la Gltima década, como lo demuestran varios articulos de revision (Carpenter
y col., 2002; Feron y col., 2002).

Aunque ni el concepto de interaccion quimica ni las leyes en materia de mezclas son nuevos,
el actual interés y la atencidn sobre las mezclas si lo son. El enfoque en las interacciones
guimicas, sobre todo en concentraciones ambientales relevantes, es un paso importante para
avanzar en nuestra comprension del impacto de las mezclas sobre salud humana y ambiente.

Hay tres tipos de interacciones entre los componentes de la una mezcla que pueden afectar la

respuesta de la muestra completa:
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1. Interacciones agente-agente, que se producen antes de cruzar las barreras de un organismo,

tal como sucede con los hidrocarburos atmosfeéricos y el oxido de nitr6geno en presencia de
radiacion ultravioleta para producir el ozono troposférico.

2. Interacciones toxicocinéticas, que se producen una vez que los componentes de la mezcla

han cruzado las barreras de un organismo y que puede realzar o inhibir la absorcion,
distribucion, metabolismo o eliminacion de uno o mas componentes de la mezcla.

3. Interacciones toxicodindmicas, como resultado de la exposicion a los constituyentes de la

mezcla, sus metabolitos o productos de reaccién que pueden alterar los mecanismos de dafio,
de reparacion, de compensacion o de sefial (U.S. EPA, 2000; Thomas y col., 2002).

El efecto de las interacciones (o su ausencia) entre los componentes de la mezcla sobre las
relaciones dosis-respuesta de toxicidad empiricamente observables se pueden dividir en cuatro
grandes categorias: independencia, dosis-adicion, sinergismo y antagonismo (Hertzberg y
Teuschler 2002, U.S. EPA 2003).

Si los agentes de la mezcla actian en forma independiente (es decir, que no estan relacionadas
de alguna manera), la toxicidad de la mezcla es cualitativamente y cuantitativamente
equivalente a los distintos efectos separados (esencialmente "aditividad de respuesta™).

Si los componentes de la mezcla no actdan de forma independiente (por ejemplo, tienen un
mecanismo similar de accién toxica), pero no se producen interacciones significativas,
entonces la dosis toxicolégicamente relevante es equivalente a la suma de las dosis de los
componentes. Esta situacion se conoce como "adicion de dosis" o "dosis-aditiva."

Cuando el efecto toxico de la mezcla es mayor que el esperado por la suma de las dosis de
constituyentes, significa que los efectos combinados de dosis son mas que aditivos: se dice que
la interaccidn es sinérgica.

Por el contrario, cuando el efecto toxico de la mezcla es menor que la esperada bajo el
supuesto de aditividad de dosis, las interacciones se dice que son antagénicas.

Las interacciones toxicocinéticas se producen cuando un factor afecta el transporte o el
metabolismo de una sustancia quimica ambiental de una manera tal que modifica el perfil de
concentracion y el tiempo de su metabolito activo final a nivel del de accion en el organismo
provocando algun efecto adverso (por ejemplo inhibicion o induccién de los sistemas de
transporte activo o los sistemas de biotransformacion). Las principales formas por la que la
exposicion a una sustancia quimica puede cambiar el metabolismo de otro agente se deriva de

la cinética molecular simple de Michaelis-Menten.
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El otro enfoque que integra los efectos de mezclas quimicas es el biomonitoreo. Las
exposiciones a mezclas de plaguicidas OFs fueron estudiadas y evaluadas en diferentes
ocasiones (McCauley y col., 2006). Sin embargo, la capacidad de realizar estudios
epidemioldgicos en poblaciones de trabajadores agricolas se ve limitada por el acceso a los
servicios de salud (dispensarios, hospitales) y la naturaleza de la mano de obra por lo general
transitoria y migrante.

Los marcadores bioldgicos ofrecen oportunidades para evaluar los efectos sobre la salud en las
poblaciones de trabajadores agricolas que no dependen de programas o registros de salud. Los
estudios centrados en los fluidos bioldgicos y mecanismos de accion asi como la incorporacion
del estudio de posibles interacciones genético-ambientales son cada vez mas comunes.

La evaluacion de exposicion a plaguicidas se ve actualmente obstaculizada por tres problemas
relacionados entre si:

a) Se sabe relativamente poco sobre la magnitud, duracion, frecuencia y tiempo de exposicion
acumulada a importantes mezclas de agroquimicos en el ambiente.

b) Existe escasa evidencia disponible acerca de si los efectos relacionados con la mezcla de
agroquimicos son antagénicos, sinérgicos o aditivos en los niveles de exposicion a que se
encuentra habitualmente la poblacion.

c) Hay un conocimiento insuficiente y una inadecuada comprension sobre los mecanismos
interactivos de toxicidad que se producen entre los componentes de la mezcla.

En el corto plazo, la evaluacion cuantitativa de efectos acumulativos de las mezclas depende
no sélo de la investigacion focalizada, sino también del desarrollo de métodos cientificos y de
procedimientos, que sean aplicables a los datos existentes de exposicion y efecto, con el fin de
caracterizar, con un grado aceptable de precision, los riesgos de salud relacionados con la
mezcla.

Segun Sexton y Hattis (2006) esto implica, inevitablemente, decisiones de politica cientifica
sobre la mejor manera de cerrar la brecha entre la escasez de evidencias cientificas
consistentes y la necesidad de estimar los dafios acumulativos como parte integrante de las

decisiones de la gestion de riesgos.

Por lo tanto, para ser relevante, la evaluacion del riesgo acumulativo debe proporcionar
orientacion sobre las innumerables mezclas, que ya son parte de nuestro dia a dia y
representan riesgos importantes para la salud. Donde, "importante” significa que hay una
probabilidad razonable de que efectos combinados de los componentes de la mezcla, en los
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niveles de exposicion reales, pueden constituir un riesgo grave para la salud, que no puede ser

adecuadamente explicado por los métodos tradicionales de evaluacion del riesgo.

1.1.6. Biomonitoreos y biomarcadores

En la medicina ocupacional y clinica, el biomonitoreo puede ser utilizado como una
herramienta de vigilancia para ayudar a interpretar un problema clinico o para evaluar y
controlar una determinada exposicion.
A pesar del valor potencial del monitoreo biologico, enormes desafios encierran su uso:

v" la capacidad del investigador para disefiarlos,

v" lainterpretacion de sus datos y que significan para la salud publica,

v" los usos éticos de esos datos y

v" como comunicar los resultados a los participantes del estudio, a los responsables

politicos y al publico en general (Burke, 2006).

Asi como se incrementa el nimero de biomonitoreos, también aumenta el nimero de sujetos y
productos quimicos evaluados y por lo tanto se genera la necesidad de una depuracion de los
usos apropiados y de la interpretacion correcta de los datos. El publico en general y los
funcionarios de salud publica deben conocer el significado y las limitaciones de los datos
obtenidos, lo que a menudo se llama interpretacion de los resultados. Los datos de los
biomonitoreos pueden ser interpretados a través de dos enfoques: descriptivos o basados en el
riesgo.
Los enfoques descriptivos presentan una revision estadistica de los datos que relacionan una
determinada poblacion con una poblacion comparable o de referencia.
Los enfoques basados en los riesgos son mucho mas estrictos en la interpretacién de los datos
y pueden utilizarse orientaciones toxicologicas, epidemioldgicas o de modelado matematico,
para relacionar los datos del biomonitoreo. Los enfoques basados en los riesgos potenciales,
pueden ofrecer mejor informacion sobre los efectos de salud relacionados con el control
biolégico de datos. Sin embargo, para la mayoria de los productos quimicos que pueden ser
medidos en el cuerpo humano, los datos disponibles son insuficientes para evaluar los riesgos
sobre la base de concentraciones internas solamente (Burke, 2006).
A los fines de ser Utiles en epidemiologia, estos eventos mensurables deberian representar solo
un cambio subclinico. Un marcador no es un ensayo de valor diagndéstico, sino un indicador de

la ocurrencia de un cambio temprano que podria llevar mas tarde a una enfermedad con

59



expresion clinica. En especial, para su uso en medicina preventiva este cambio deberia ser
totalmente reversible (Grandjean, 1995).

El término “biomarcador” se utiliza en un sentido amplio para designar cualquier sustancia,
estructura o proceso que puede ser medido en el cuerpo de un organismo vivo 0 en sus
productos y refleja una interaccion entre este organismo y un agente determinado, que puede

ser quimico, fisico o biolégico (IPCS, 1993).

Para que los biomarcadores puedan contribuir en una evaluacion, ya sea a nivel ambiental o de
la salud laboral, deben ser relevantes y validos. La relevancia se refiere a la fortaleza de los
biomarcadores para proporcionar informacion sobre cuestiones de interés e importancia para
aquellos que toman decisiones: las autoridades de salud publica y de medio ambiente. El uso
de biomarcadores relevantes permite responder a importantes cuestiones de salud publica,
ademas de aportar informacion util que no puede ser obtenida por otros métodos, tales como
cuestionarios, mediciones ambientales o revisiones de registros (Muscat, 1996).

La segunda caracteristica de los biomarcadores potencialmente Utiles es la validez, la cual ha
sido ampliamente discutida por distintos investigadores (Hernberg y Aitio, 1987; Schatzkin y
col., 1990; Schulte y Perera, 1993; Boffetta, 1995; Bernard, 1995; Dor y col., 1999). Incluye
tanto aspectos epidemiolégicos como de laboratorio y se refiere a una serie de caracteristicas
que son la mejor aproximacion de la verdad o falsedad de un biomarcador, o sea que mas que
un estado de "todo o nada”, es un sentido de grado. La validez de un biomarcador es funcion
de las cualidades intrinsecas de los biomarcadores y las caracteristicas de los procedimientos
analiticos (Dor y col., 1999).

En la validacién deben participar tanto los analistas de laboratorio, epidemidlogos, clinicos asi
como también los estadisticos. Al abordar los obstaculos para la validacion en los aspectos
relacionados a factores sociales, una gama ain mas amplia de disciplinas, tales como la ética,

la legislacion y la economia deben participar.

Considerando entonces a un biomarcador como una alteracion inducida por un xenobidtico en
componentes 0 procesos, estructuras o funciones celulares o bioquimicas, que es susceptible
de medicion en un sistema o muestra biol6dgica, podemos clasificar a grandes rasgos a los
biomarcadores en tres grupos: marcadores de exposicion, efecto y susceptibilidad (Casarett y
Doull, 2005).
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La presencia de una sustancia xenobidtica o de sus metabolitos, o el producto de una
interaccion entre un xenobidtico y alguna de las moléculas o célula blanco que se mide dentro
de un compartimiento de un organismo, puede clasificarse como un biomarcador de
exposicion.

Los biomarcadores de efecto se definen como cualquier alteracion bioguimica, fisioldgica o de
otro tipo dentro de un organismo que, dependiendo de la magnitud, puede reconocerse como
un deterioro de la salud o enfermedad establecida o potencial. Mientras que los biomarcadores
de susceptibilidad sirven como indicadores de sensibilidad individual al efecto de un
xenobidtico o grupo de compuestos toxicos.

Un biomarcador ideal tiene que cumplir con al menos algunas de las siguientes caracteristicas:
1. alta especificidad por el efecto de interés

2. reflejar un efecto temprano

3. que su analisis sea simple y econémico

4. que las metodologias de muestreo sean o menos invasivas posibles

5. el nivel basal sea bajo en el fluido bioldgico de interés

6. tenga una bien establecida relacion entre la respuesta del biomarcador y la exposicion

7. evidente relacién entre la respuesta del biomarcador y el dafio inducido por la exposicién
(De Zwart y col., 1999).

Para mejorar la confiabilidad de los disefios de estudios epidemiolégicos sobre poblaciones, se
encuentran en desarrollo nuevas técnicas bioldgicas y genéticas que representan una promesa
para el estudio de efectos en la salud relacionados con la exposicién crénica a xenobidticos (ej.
metales, plaguicidas, solventes, etc.) a bajos niveles ambientales.

Estas nuevas técnicas incluyen principalmente tres areas: los marcadores de dafio o reparacion
del ADN, los indicadores de estrés oxidativo y los marcadores de los cambios en la expresién
de genes relacionados con la exposicién a los pesticidas (Bolognesi 2003; Toraason y col.,
2004). Muchos de estos biomarcadores se encuentran en estado de desarrollo, no se han
utilizado ain en poblaciones rurales y para algunos faltan evidencias de asociacion entre el
biomarcador y los dafios especificos a la salud. No obstante, proporcionan un interesante
potencial para aumentar la comprension de los mecanismos bioldgicos asociados con los
resultados sobre la salud que se han asociado con la exposicion a plaguicidas en multiples

investigaciones epidemiologicas.
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En el presente trabajo de Tesis, se han seleccionado un grupo de ensayos que evallan estrés
oxidativo y genotoxicidad como biomarcadores de efecto de la exposicién cronica a
plaguicidas, junto con clasicos biomarcadores utilizados para evaluar a poblaciones expuestas
en forma laboral a mezclas de pesticidas, como son las enzimas colinesterasas, que se han

considerado sustitutas de exposicion cronica a plaguicidas (Hernandez y col., 2005).

1.1.6.1. Biomarcadores sustitutos de exposicion a organofosforados y metilcarbamatos

La Ac es un neurotransmisor (que se almacena en las vesiculas de la terminacion nerviosa
presindptica) que cuando llega un impulso nervioso es liberada en la membrana postsinaptica
aumentando la permeabilidad de la entrada de iones sodio a través de la membrana. Como
resultado de la despolarizacion, el interior de la membrana es cada vez mas positivo y el
exterior es mas negativo. Este proceso puede propagar un potencial de accion a lo largo de una
fibra nerviosa, o puede dar lugar a la contraccion del masculo. La Ac es rapidamente destruida
por la AChE presente en la lamina basal de la unién neuromuscular. Si la Ac no se destruye,
como es el caso de la inhibicién de la AChE por la presencia de los insecticidas OF o MC, la
transmision de los impulsos se hace constante, produciendo los sintomas de la intoxicacion
aguda caracteristicos de estos insecticidas, o sea los sindromes muscarinicos (aumentan las
secreciones, babeo, sialorrea, meiosis puntiforme), nicotinicos (actua sobre musculo liso,
paralisis respiratoria) y neuroldgicos (paralisis respiratoria a nivel central, paro cardiaco)
(Bhagavan, 2001).

Para monitorear los efectos bioldgicos de estos plaguicidas, las mediciones de la actividad de
butirilcolinesterasa plasmatica (BChE) y de AChE eritrocitaria se han utilizado desde hace
afios en los casos de intoxicacion aguda y en la vigilancia de trabajadores con alto riesgo de
exposicion (Cocker y col, 2002). Por lo tanto, la medicion de ambas enzimas se ha
recomendado en toxicologia clinica y para el seguimiento de las actividades ocupacionales de
alto riesgo (Heath y Vale, 1992; HSE, 2000; Cocker y col, 2002). Ambas enzimas se
encuentran en cerebro, musculo y sangre, mientras que en el plasma solo se halla BChE y en

los eritrocitos solo AChE

1.1.6.1.1. Actividad de la enzima Butirilcolinesterasa
La medicion de la actividad de BChE plasmatica (EC 3.1.1.8) o pseudocolinesterasa esta
ampliamente disponible en laboratorios clinicos debido a que constituye un indice de funcion
hepética. La medicion de la actividad de BChE ademas es un biomarcador comun de
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exposicion en pulverizadores de pesticidas, metodologicamente simple de ensayar aunque su

inhibicidn no estd necesariamente asociada con sintomas de toxicidad por anticolinérgicos.

1.1.6.1.2. Actividad de la enzima Acetilcolinesterasas

La AChE eritrocitaria (EC 3.1.1.7) o colinesterasa verdadera esta presente en los eritrocitos y
en los terminales sindpticos del tejido nervioso y la determinacién de su actividad ha sido el
biomarcador de efecto mas utilizado en las poblaciones de trabajadores agricolas. Refiriéndose
al grado de validacion de la prueba, se lo considera como un biomarcador “Gold Standard”, 1o
que significa que es suficiente por si mismo para demostrar exposicion a OF (Casarett y Doull,
2005). La deteccion de inhibicion de la AChE, como resultado de la exposicion a plaguicidas
OFs es obligatoria en los aplicadores de pesticidas que se encuentran bajo regimenes de las
ART aunque este grupo es francamente minoritario en nuestro pais.

El examen de la inhibicion de la actividad de AChE como biomarcador tiene sus ventajas y
desventajas. La depresion en la actividad de la colinesterasa se puede observar antes que los
signos clinicos se manifiesten, lo que permite el reconocimiento temprano de los individuos y
las operaciones de trabajo de alto riesgo (Wessels y col., 2003). Pero la interpretacion de los
resultados del seguimiento AChE se complica por la variacion inter e intraindividual en la
actividad enzimatica y la influencia de los factores de confusion. Se requiere una exposicion a
altas dosis de plaguicidas OFs para que se produzca una inhibicion significativa de la AChE, y
por lo tanto, es mas apropiado utilizarla como un indicador de la toxicidad a niveles de alta
exposicion en lugar de niveles bajos (He, 1999).

1.1.6.2. Biomarcadores del estado oxidativo

Todas las formas de vida mantienen un entorno reductor dentro de sus celulas, el cual es
preservado por las enzimas que mantienen el estado reducido a través de un constante aporte
de energia metabdlica. Desbalances en este estado normal redox pueden causar efectos toxicos
a traves de la produccion de peroxidos y radicales libres que dafian a todos los componentes de
la celula, incluyendo las proteinas, los lipidos y el ADN. Se consideran radicales libres (RL)
aquellas moléculas que en su estructura atdmica presentan un electrén desapareado o impar en
el orbital externo, dandole una configuracion espacial que genera una alta inestabilidad.

Los RL pueden actuar como oxidantes (robando un electron) o como reductores (donando el
electron no apareado). Esta es una caracteristica esencial, pues permite que los RL den
reacciones en cadena, extendiéndose una reaccion que en un principio es puntual (Castillo y

col., 2003). Los RL derivados del oxigeno, representan la clase mas importante de especies
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radicales generadas por los sistemas vivos (Miller y col., 1990). Estas especies reactivas de
oxigeno (EROs) pueden generarse por agentes del medio ambiente, asi como también por
fuentes enddgenas del metabolismo celular. Dentro de las EROs se incluyen radicales
hidroxilo (‘OH), aniones superoxido (O,7), y peréxido de hidrogeno (H.0,), los cuales es
sabido que son indispensables para mantener la homeostasis celular, para combatir las
infecciones (Babior, 1978) y en los Gltimos afios se ha evidenciado su papel en respuesta a la
estimulacion por factores de crecimiento que estan involucrados en la regulacion proliferativa
(Finkel, 1998; Ryter y Tyrrel, 1998). Sin embargo, si los niveles de moléculas oxidantes
aumentan mas que su contraparte de moléculas y sistemas enzimaticos antioxidantes, la célula
se encuentra sometida a lo que se ha denominado estrés oxidativo (Lopez Diaz-Guerrero y
col., 2003).

En 1954 una investigadora argentina, Rebeca Gerschman, sugirio por primera vez que los RL
eran agentes toxicos y generadores de enfermedades. Por su alta inestabilidad atomica los RL
colisionan con una biomolécula y le sustraen un electron, oxidandola, perdiendo de esta

manera su funcion especifica en la célula (Rodriguez Peron, y col., 2001).
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Figura 1.14. Productos del dafio de los radicales libres (Fuente: De Zwart y col, 1999).

Como se observa en la Figura 1.14, los RL pueden reaccionar con diferentes macromoléculas
tales como ADN, membranas celulares o proteinas, las que pueden conducir a muchos tipos de
productos distintos. Los posibles caminos que se plantean evaluar para cuantificar la génesis
de estrés oxidativo en humanos expuestos a mezclas de plaguicidas, se marcaron en rojo en la

figura precedente.
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1.1.6.2.1. Sistemas de defensas Antioxidantes
Las defensas antioxidantes estan compuestas tanto por sistemas enzimaticos como no
enzimaticos, que se coordinan cooperativamente y protegen al organismo de los riesgos que
conlleva el estrés oxidativo.
Halliwell y Gutteridge (1989) definen como antioxidante a toda sustancia que estando presente
en bajas concentraciones con respecto a las de un sustrato oxidable (biomolécula), retarda o
previene la oxidacion de dicho sustrato. El antioxidante al colisionar con el RL le cede un
electrén oxidandose y transforméandose en un RL débil no tdxico.
Los antioxidantes llamados enzimaticos catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan
sustratos que a su vez reaccionan con los RL. Los mas importantes miembros de las defensas
antioxidantes enzimaticas son Superoxido dismutasa (SOD), Glutation peroxidasa (GPx) y
Catalasa (CAT). Los no enzimaticos pueden a su vez clasificarse en enddgenos y exogenos:
acido ascérbico (vitamina C), alfa-tocoferol (vitamina E), glutation (GSH), beta-caroteno,
vitamina A, flavonoides y &cidos fendlicos, entre otros.
El dafio oxidativo se cree que es un mecanismo importante del efecto nocivo de los
plaguicidas OFs (Banerjee y col., 2001; Halliwell, 2002). Los plaguicidas en general pueden
generar EROs vy alterar los sistemas antioxidantes (Bagchi y col., 1995; Delescluse y col.,
2001).

1.1.6.2.1.1. Defensas Antioxidantes Enzimaticas: Actividad de Catalasa
CAT (EC 1.11.1.6) es una enzima tetramerica con cuatro subunidades idénticas de 60 kDa
dispuestas tetraédricamente y contiene cuatro grupos de ferro-protoporfirina por molécula. Es
una de las enzimas mas eficientes conocidas hasta el momento, tanto que no puede ser
saturada por H,O, a ninguna concentracion (catalizando su conversion en H,O y O,) y para
proteger a las células del H,O, que se genera en su interior con dadores de Hidrogeno
(metanol, etanol, acido férmico, fenoles, etc.), presenta actividad peroxidasa.
2H,0, —*2H,0 + O,
ROOH + AH, ™ H,O0 + ROH + A
Por lo tanto, el H,O, es catabolizado enziméaticamente en organismos aerobios por la CAT y
otras peroxidasas. En los vertebrados, el peroxido de hidrogeno se detoxifica mediante las
actividades de la enzimas CAT y GPx. Aunque la CAT no es esencial para algunos tipos de
células en condiciones normales, tiene un importante papel en la adquisicion de tolerancia al

estrés oxidativo en la respuesta adaptativa de las mismas.
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La CAT descompone el H,O, y lo convierte en una de las principales especies reactivas de

oxigeno, que en presencia de hierro u otros iones metalicos causa citotoxicidad.

1.1.6.2.1.2. Defensas Antioxidantes No-Enziméticas: Glutation

El GSH (gamma-glutamilcisteinilglicina) es un tripéptido natural cuyas propiedades
nucleofilicas y reductoras juegan un rol importante en las vias metabdlicas asi como en el
sistema antioxidante de la mayoria de las células aerébicas. GSH es necesario como una
coenzima por una variedad de otras enzimas, incluyendo la GPx, Glutation S-Transferasa
(GST) vy tiol transferasa, jugando un rol mayor en el metabolismo de drogas, calcio, el ciclo
gamma-glutamil, y funciones en plaquetas y membranas celulares.

GSH es crucial en una variedad de procesos de la vida, incluyendo la detoxificacion de
xenobidticos, el mantenimiento de los niveles de —SH en proteinas, el intercambio tiol-
disulfuro, la remocién de hidroperdxidos y RLs y el transporte a traveés de membranas de los
aminoacidos.

Este sistema antioxidante estd compuesto por GSH en conjunto con dos enzimas GPx y
Glutation Reductasa (GR). Ese sistema también cataliza la dismutacion de perdxido de
hidrégeno en agua y oxigeno siendo que el glutation opera en ciclos entre su forma oxidada
(GSSG) y su forma reducida (GSH). EI GSH reduce el peroxido de hidrégeno a agua en

presencia de GPx formando un puente disulfuro y, en seguida, el GSH es regenerado.

2 GSH + H,0, S Peroi®e GSSG + 2 H,0
GSSG + NADPH + H** SSHRedclaz 9 GSH + NADP™
H,0, + NADPH + H™ _*" 2 H,0 + NADP"

En los eritrocitos humanos, aproximadamente el 99% del glutation existe en su forma reducida
en condiciones fisioldgicas normales (Bukowska, 2004).

Los estresores oxidativos, pueden disminuir el contenido de GSH y cambiar el balance
dinamico entre GSH y su forma oxidada GSSG (Machado y col., 2008).

GSH mantiene el estado redox critico de las proteinas sulfidrilas, que son necesarias en la
reparacion y expresion del ADN. GSSG se acumula y la relacion GSH/GSSG es una buena
medicion del estrés oxidativo de un organismo (Jones y col., 2000; Nogueira y col., 2004).

Se ha sugerido, que los pesticidas podrian generar un una disminucién de GSH vy el

correspondiente incremento de GSSG en eritrocitos (Bukowska, 2004). Por la tanto la relacion
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GSH/GSSG podria ser un indicador del efecto pro-oxidante generado por la mezcla de

pesticidas.

1.1.6.2.2. Peroxidacion de Lipidos: Medicion de sustancias reactivas con el &cido

tiobarbitarico
La peroxidacion de lipidos es probablemente el proceso inducido por RL més investigado. La
abundante presencia de fosfolipidos en los sitios donde los RL en general y mas
especificamente las EROs son formados, facilitan el acceso a sus blancos endogenos (De
Zwart, 1999). Este mecanismo también se ha relacionado a los pesticidas, a través de la
generacion de EROs que podrian producir peroxidacion lipidica (Halliwell, 2002; Marnett,
2000). ElI Malondialdehido (MDA), uno de los productos mas abundante generado en la
peroxidacién, puede reaccionar con el ADN para formar aductos con desoxiguanosina,
desoxiadenosina y desoxicitidina que son mutagénicos en células bacterianas y de mamiferos.
La sensibilidad de la medicion de las sustancias reactivas con el Acido Tiobarbiturico
(TBARS) lo ha hecho el ensayo de eleccion para el screening y monitoreo de la peroxidacién
lipidica, y ademés un indicador importante de estreés oxidativo. Las reacciones en cadena que
ocurren durante la oxidacion de los lipidos conducen a la formacion de hidroperoxidos, los
cuales se descomponen en muchos productos secundarios como aldehidos y cetonas. Dentro
de los aldehidos formados se forma MDA. El &cido tiobarbitdrico (TBA) se une a MDA dando
un compuesto coloreado que constituyen una medida indirecta de la lipoperoxidacién de las
membranas provocada por los RL. Sin embargo en la literatura, ha sido ampliamente discutida
la especificidad del ensayo de TBARS respecto a los distintos compuestos del MDA, pero adn
asi, sigue siendo el ensayo mas ampliamente usado para determinar peroxidacion lipidica.
Como es el caso de la mayoria de estos marcadores bioldgicos de efecto, las posibles
modificaciones oxidativas no se han asociado con OFs especificos y pueden ser inducidas por
multiples agentes. Sin embargo, ofrecen una instancia significativa en la comprension del
mecanismo de accion de estos agentes toxicos para poder realizar comparaciones Utiles de
exposicion y efectos potenciales sobre la salud de poblaciones expuestas a mezclas de
pesticidas.

1.1.6.3. Biomarcadores de dafio genotdxico
Varios marcadores estan disponibles para evaluar la exposicién de los seres humanos a los

posibles mutdgenos y cancerigenos de origen ocupacional. Las ventajas de la vigilancia
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humana de los individuos estudiados incluyen: la identificacion de la exposicion, la
identificacion de los mutagenos/carcindgenos ambientales, y la determinacion del posible
grado de susceptibilidad de los seres humanos a los mutagenos y carcindgenos especificos.
Debido a que la mayoria de los carcindgenos humanos son genotdxicos, pero no todos los
agentes genotoxicos se han demostrado ser carcinogénicos en seres humanos, es importante
reconocer que el monitoreo humano de genotoxicidad es independiente del cancer como
criterio de valoracion.

Los métodos clésicos para evaluar genotoxicidad incluyen AC, MN y evaluaciones de dafio en
el ADN (por ejemplo, aductos, rupturas de cadenas, entrecruzamiento, sitios alcali-labiles).
Los ensayos con estos criterios de valoracion implican ensayos bioguimicos o electroforéticos,
tales como el Ensayo Cometa (EC), ICH, y ensayos de aductos de proteina o ADN, e
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (HFRT) (Albertini y col., 2000). Todos estos
métodos pueden ser considerados biomarcadores de exposicion, de efectos, y en algunos casos
de susceptibilidad, y son caracteristicos de la epidemiologia molecular.

Ciertos xenobioticos (entre ellos algunos pesticidas), pueden interactuar directa o
indirectamente con el ADN, produciendo cambios que afectan el funcionamiento celular y que
a largo plazo causan trastornos en la salud, particularmente transformaciones malignas. De ahi
la importancia de detectar en sus etapas iniciales, su accion sobre el material genético.

Existe una variedad de pruebas que se pueden utilizar como determinantes de dafio al material
genético. El sistema mas simple es cuando el punto final corresponde al blanco. En este caso
se puede considerar una relacién directa entre la interaccion bioquimica o fisica del compuesto
con el blanco y el efecto o punto final. A nivel celular, cuando el punto final es diferente del
blanco, se pueden considerar tres niveles dependiendo de los pasos que separan la interaccion
inicial del agente quimico con el blanco y el punto final que se utilice. Asi, es posible
considerar niveles proximales, intermedios y distales, donde:

a) Proximal: el punto final esta cercano pero aun es diferente del blanco, (mutaciones génicas,
alteraciones estructurales y/o numéricas de cromosomas o mutaciones del genoma). Este punto
es muy importante para evaluar el riesgo de efectos mutagénicos y cancer.

b) Intermedio: el punto final estd separado por algunos pasos del blanco, (analisis de
reparacion y de caminos metabdlicos).

c) Distal: el punto final es resultado de alteraciones complejas en las actividades celulares
después de la interaccion inicial del compuesto con el blanco, (andlisis de apoptosis, de

necrosis y de supervivencia celular) (Kirsch-Volders y col., 2003).
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La exposicion a plaguicidas se ha asociado con el cancer, las enfermedades degenerativas
neuroldgicas, y la respuesta inmune alterada, entre otras, pero el mecanismo de accion no esta
claro. El potencial genotoxico es un factor de riesgo principal para los efectos a largo plazo,
como el cancer y posibles consecuencias sobre la salud reproductiva.

Hagmar y col. (2001) y Bolognesi (2003) examinaron la utilidad de los marcadores
citogenéticos en poblaciones expuestas a pesticidas como criterios de valoracion intermedia en
la carcinogénesis y concluyeron que la frecuencia de las AC predice el riesgo de cancer en
sujetos sanos, pero estas asociaciones no se han encontrado para el ICH y MN. Luego, en
2008, Murgia y col, determinaron que MN en linfocitos de sangre periférica era predictor de

cancer luego de analizar los datos de 1650 personas reclutadas entre los afios 1991 al 1993.

El seguimiento genotoxico en las poblaciones de trabajadores agricolas podria ser una
herramienta Util para estimar el riesgo de la exposicién crénica a mezclas complejas de
plaguicidas. En las dos ultimas décadas, el EC se ha establecido como método sensible y
rpido para la deteccion de roturas de ADN de cadena simple y reparacion por escision
incompleta (Fairbain y col., 1995). Este marcador de genotoxicidad ha sido bien desarrollado
con una alta fiabilidad interlaboratorios, pero no es especifico de la exposicion a plaguicidas y
hasta la fecha no se han asociado con riesgo para cancer u otras enfermedades en humanos.

Cuando la sensibilidad de un método de genotoxicidad se considera alta, significa que puede
detectar gran variedad de compuestos con potencial genotdxico desconocido (evitando asi
resultados falso negativos) y ademas, que la prueba puede detectar compuestos genotdxicos

conocidos a bajos niveles (Kawaguchi y col., 2010).

1.1.6.3.1. Ensayo Cometa
Varias versiones del EC se encuentran en uso en la actualidad aunque la mas conocida y
utilizada también denominada electroforesis en gel de una sola célula, fue introducida por
Singh y colaboradores en 1988. Esta version alcalina (pH>13), es capaz de detectar dafios en
el ADN debido a roturas de cadena simple, a sitios alcali-labiles, a sitios de reparacion y a
enlaces cruzados (cross link) en células individuales.
Brevemente, se trata de un método simple, rapido y sensible para la medicién de roturas en el

ADN en un pequefio nimero de células. Las células en estudio se encuentran inmovilizadas en
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una capa delgada de agarosa sobre un portaobjetos, luego son lisadas en una solucion que
contiene detergentes y sales. Asi, las membranas, los componentes solubles de la célula y las
histonas, se retiran dejando el ADN super-enrollado y aun conectado a la matriz nuclear. La
incubacion alcalina de ADN y posterior electroforesis causa el desenrollamiento de los bucles
y permite a los fragmentos avanzar hacia el anodo, formando la "cola del cometa” que se
visualiza generalmente por microscopia de fluorescencia. Las imagenes se asemejan a la de un
cometa, y el contenido relativo de ADN en la cola indica la frecuencia de las roturas (Figura
1.15).

Figura 1.15. Célula sometida al Ensayo Cometa
(Fuente: Mudry y Carballo, 2006)

En la mayoria de los estudios es frecuente utilizar leucocitos, aunque los glébulos blancos no
son representativos de todas las células del cuerpo, y en particular, no son las células diana
para el cancer. Sin embargo, debido a que circulan por todo el organismo, su estado celular,
nuclear y metabdlico (incluyendo el ADN) refleja la exposicion total del cuerpo. Otras células
apropiadas de diversos tejidos y 6rganos han sido utilizadas en ocasiones, incluyendo las
células epiteliales exfoliadas de la vejiga, nasal y bucal, (Rojas y col., 1996; Eren y col., 2002;
Fortoul y col., 2004; Szeto y col., 2005; Pinhal y col., 2006) las celulas epiteliales del
conducto lagrimal, (Rojas y col., 2000) y las células de biopsias (Pool-Zobel y col., 2004),
pero los cometas pueden presentar altos niveles de dafio en comparacion con los linfocitos, y
probablemente esto se relaciona con la desagregacion fisica o enzimatica de los tejidos
necesaria para su procesamiento, o la presencia de células muertas o seniles. Los
espermatozoides se han utilizado en varios estudios (Hughes y col., 1996; Sergerie y col.,

2005; Migliore y col., 2006) pero el empaquetamiento del ADN en el esperma es muy
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diferente del ADN en las células somaticas, y esto afecta la produccion de los cometas
(Collins y Dusinska, 2009).

Los principales usos de este ensayo en Toxicologia Genética incluyen:
v" Ser un ensayo potencial para screening debido a ser un precursor de las AC.
v" Permitir el estudio del probable mecanismo de acciéon de un agente dado mediante la
utilizacion de modificaciones de la metodologia basica.
v" Posibilitar la distincién entre un agente genotdxico y citotoxico ante la induccién de
AC.
v' Formar parte de los protocolos de estudio “in vivo/in vitro” utilizados para la
regulacion de nuevos farmacos (normativas en espera de aprobacion).
Como un ensayo de genotoxicidad, el EC puede identificar posibles mutagenos y carcinégenos
humanos (Anderson y col., 1998). No obstante, no se espera obtener una perfecta correlacién
entre sustancias quimicas que resulten positivas para este ensayo y carcinogenicidad. Sin
embargo puede esperarse una buena correlacion entre la clase de quimico y el mecanismo de
carcinogenicidad involucrado (Tice y col., 2000).
En estudios de genotoxicidad, las técnicas de eleccidén deben ser capaces de detectar tanto el
dafio como la reparacion consecuente al material genético en células individuales (Gadano,
2006).

1.1.6.3.2. Ensayo de Reparacion

Uno de los aspectos mas interesantes del EC es que permite estudiar el nivel basal de dafio al
ADN como asi también determinar la cinética de reparacion del dafio para cada individuo
(Singh y Khan, 1995; Bowden y col., 2003).

Distintos investigadores han buscado la forma de poner en evidencia la capacidad que tiene
cada individuo de manejar una situacion de estrés oxidativo y con qué mecanismos cuenta
para compensar el dafio generado (Lépez Diaz-Guerrero y col., 2003; Blasiak y col., 2004;
Lueken y col., 2004; Simoniello y col., 2008). Para evaluar la susceptibilidad individual a
agentes oxidantes se propone utilizar una modificacion del EC que permite evaluar la
influencia de los mecanismos de reparacion puestos en juego para inhibir el dafio generado in
vitro por el H,O, al ADN de los linfocitos. Mediante este Ensayo de Reparacion del dafio

oxidativo, se pueden cuantificar los mecanismos relacionados con las defensas antioxidantes
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que controlan el ingreso del dafio a la célula y generan la posterior reparacion del ADN celular

en un medio adecuado (Singh y Kahn, 1995).

1.1.6.3.3. Ensayo Cometa modificado por el agregado de la enzima Formamido

Pirimidina Glicosilasa
La mayoria de las investigaciones que involucran lesiones oxidativas del ADN y su reparacion
se centraron en las roturas de la cadena de ADN. A fines del siglo pasado, las investigaciones
permitieron explicar los efectos de las modificaciones quimicas en las estructuras de las bases
y sus precursores que son probablemente tan importantes como las roturas para la funcién
celular y su supervivencia, especialmente bajo condiciones normales de estrés oxidativo
enddgeno. La reparacion del ADN que contiene bases oxidadas, se realiza predominantemente
por el camino que involucra la escision de bases, iniciado por ADN glicosilasas, aunque
ciertos tipos de lesiones oxidativas también parecen ser reparadas por la escision de

nucleotidos y reparacion mismatch (Bjelland y col., 2003).

Existen endonucleasas bacterianas de reparacion que facilmente se pueden incorporar en un
protocolo de EC modificado. La Formamido Pirimidina Glicosilasa (FPG), actla en
condiciones fisiologicas como glicosilasa, 0 sea que reconoce una variedad de purinas
oxidadas en el ADN vy las elimina, dejando un sitio a-purinico (AP), una actividad asociada
AP-endonucleasa y a continuacion provoca una ruptura en el ADN (Dusinska y Collins, 1996).
Esta enzima fue Ilamada asi por su habilidad para reconocer las purinas imidazélicas de anillo
abierto o formamidopirimidinas (Fapy Ade y Fapy Gua), que se producen durante la ruptura
espontanea de purinas dafiadas (el sustrato mas importante en el dafio oxidativo al ADN es 8
oxoGua) (Boiteux, 1993). Con FPG se evalla la presencia purinas oxidadas, lo que refleja el
dafio causado por las especies reactivas del oxigeno en el ADN de las células evaluadas
(Collins y col., 1993).

Para evaluar la presencia de lesiones oxidativas en el ADN se ha propuesto un modelo
enzimatico (Collins y col., 1993, 1996, 1997) que puede ser usado en la version alcalina del
EC. Las celulas expuestas (in vitro a H2O, 0 in vivo a agentes oxidantes) se lisan de la forma
habitual, se incuban los nucleoides resultantes con FPG durante 30 minutos a 37 °C, y luego se

continta con el EC estandar, el tratamiento con alcalis y la electroforesis.

73



-

H202 (10}.IM)

Figura 1.16. Imagenes de Cometa.
(Fuente: Muidiz y col, 2007).
Arriba: (izquierda) sin tratar (control negativo); (derecha) Linfocito tratado con 10 uM de

H,O, (control positivo). Abajo (izquierda) imagen de Cometa control negativo + FPG;
(derecha) Linfocito tratado con 10 uM H,0O- por 5 min (control positivo) + FPG.

En la Figura 1.16 se pueden observar las diferencias en las imagenes de cometa segun la célula
esté en presencia de 10 uM de H,0;, de FPG o de ambos.

Las aplicaciones del EC modificado por el uso de la enzima permite: el estudio de los
mecanismos de accion de productos quimicos genotodxicos, la investigacion del dafio oxidativo
como factor de una enfermedad, la vigilancia de estrés oxidativo en animales o seres humanos
generados por el ejercicio, la dieta o por exposicidn a agentes ambientales, el estudio de los
efectos de los antioxidantes en la dieta, y la vigilancia de la contaminacion del medio ambiente
mediante el estudio de organismos centinela.

Una de las aplicaciones mas productivas del EC modificado con enzimas lesion-especificas en
biomonitoreos humanos se desarroll6 en el ambito de la Nutricion (Duthie et al, 1996; Pool-
Zobel et al, 1997; Mitchell et al, 1999; Boyle et al, 2000; Porrini y Riso, 2000; Collins et al,
2001, 2003; Mgller et al, 2002, 2003, 2004a,b,c, 2006; Miller et al, 2005, Bjelakovic et al,
2007).

1.1.6.3.4. Micronucleos en Mucosa Bucal
Los MN se originan durante la division celular; si se altera el proceso de replicacion o los

cromosomas se rompen o se dafian por la accion de un agente fisico, quimico o bioldgico, la
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distribucion del material genético durante la anafase de la division celular se puede ver
afectada, de manera que cromosomas enteros o fragmentos de estos no se incorporan al nacleo
principal de las células hijas. En la telofase, estas estructuras cromosomicas se envuelven en
membrana nuclear y asumen gradualmente la morfologia y demas caracteristicas de un ndcleo
en interfase, con un tamafio mucho menor que el primario, de ahi el nombre de Micronucleo
(Schmid, 1975). Esto puede ser visualizado como una masa de cromatina, que tiene la forma

de un nucleo pequefio, y que aparece cerca del nacleo principal (Figura 1.17).

Figura 1.17. Microndcleo en célula de mucosa bucal,
tincion con Naranja de Acridina.

El Test de MN en diversas lineas celulares y tejidos tiene un alto valor predictivo en estudios
que tratan de detectar precozmente efectos citogenéticos en exposiciones ocupacionales y
medioambientales.

El indice de MN en células de roedores y/o humanas se ha convertido en uno de los criterios
de valoracion estandar de citogenética y marcadores bioldgicos utilizados en toxicologia
genética in vivo o ex vivo. En los seres humanos, los MNs pueden ser facilmente evaluados en
los linfocitos y células epiteliales exfoliadas (por ejemplo, oral, urotelial, nasal) para obtener
una medida del dafio inducido al genoma in vivo. Los tejidos epiteliales se dividen
rapidamente, de modo que para el ensayo de MN en células epiteliales no es necesario la
division nuclear ex vivo, como frecuentemente se utiliza para otros analisis citogenéticos (AC

0 ICH) que estan basados en el analisis de los cromosomas en metafase.
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La recoleccién de células bucales es posiblemente el método menos invasivo disponible para
medir el dafio al ADN en los seres humanos, especialmente en comparacion a la obtencion de
muestras de sangre para el analisis de linfocitos, biopsias o tejidos. El test de Microntcleos en
mucosa bucal (MNMB) es un sistema de prueba simple y rapido, con un punto final bien
definido y facilmente reconocible. Las células pueden ser fijadas y se pueden almacenar los
preparados por largos periodos de tiempo. El Test de MNMB ha sido utilizado para demostrar
efectos citogenéticos inducidos por modificaciones medioambientales, exposiciones
ocupacionales, estilos de vida, deficiencias dietarias y diferentes enfermedades (Holland y
col., 2008).
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1.2 Objetivos del Trabajo de Tesis

1.2.1. Objetivos Generales

El objetivo de este trabajo de Tesis es utilizar un conjunto de biomarcadores de dafio

inducido por la exposicion de humanos a mezclas simultaneas de plaguicidas empleados

en los cultivos de la region Centro-Norte de la provincia de Santa Fe, con el fin de evaluar

los posibles mecanismos involucrados en su toxicidad y su relacion con aspectos laborales

de la poblacién en estudio.

La evaluacién del dafio generado por exposicién directa a mezclas simultaneas de

pesticidas en humanos expuestos, sera realizada mediante el empleo de biomarcadores

enzimaticos, de estrés oxidativo y de dafio al ADN de los individuos expuestos.

El desafio es lograr la sustentabilidad de una agricultura de gran escala, con mayor

produccion, que consolide el desarrollo regional y nacional, con el compromiso

fundamental de preservar la salud de los trabajadores y la conservacion ambiental.

1.2.2.Objetivos Especificos

1)

Evaluar el dafio generado por exposicién a mezclas simultdneas de pesticidas en
trabajadores de cultivos intensivos y extensivos de la region Centro-Norte de la
provincia de Santa Fe y confrontarla, en todos los casos, con una poblacion no
expuesta (grupo control) que cumpla con las caracteristicas socio-econémico-culturales

de la primera.

2) Caracterizar la exposicion mediante la determinacion de las actividades de

3)

Butirilcolinesterasa Plasmatica y Acetilcolinesterasa Eritrocitaria en ambas

poblaciones de trabajadores y controles.

Evaluar el efecto de los plaguicidas sobre el estado oxidativo midiendo la actividad de
CAT como marcador del sistema antioxidante, la relacion GSH/GSSG como marcador
del balance redox y los niveles de TBARS como marcador de la peroxidacion de

lipidos en los eritrocitos de ambos grupos.
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4) Aplicar el Ensayo Cometa, el Ensayo de Reparacion y sitios FPG en los linfocitos de

5)

sangre periférica y determinar la frecuencia de MN en células exfoliativas del epitelio

bucal para determinar el efecto de las mezclas de plaguicidas sobre el ADN de los
trabajadores y controles.

Integrar los resultados de acuerdo a las variables tenidas en cuenta en la anamnesis de
los trabajadores y de los controles, considerando aquellas que actien como factores de

confusion y considerando también las practicas laborales de cada modelo agro técnico.
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CAPITULO 2

Materiales y Métodos




2.1. Seleccion de la poblacion

2.1.1. Cuestionario

Los estudios de casos y controles suelen realizarse para responder a una serie de preguntas
especificas que relacionan la exposicion de las personas a sustancias o situaciones peligrosas
con efectos posteriores en la salud. Casi todas las investigaciones de este tipo se basan en un
cuestionario que constituye la herramienta basica para la recoleccién de datos, incluso cuando
deben colectarse materiales bioldgicos como muestras sanguineas de las personas expuestas y
no expuestas que participan en el estudio.

El cuestionario individual es esencial para caracterizar correctamente la exposicion, asi como
para registrar en forma organizada y sistemética las caracteristicas individuales y/o colectivas,
ofreciendo la mayor posibilidad de recoger datos complejos y exactos. Puesto que la finalidad
de un cuestionario es obtener datos sobre las personas incluidas en el estudio, su disefio debe
respetar las normas establecidas para el tratamiento ético de los seres humanos. Estas
directrices se aplican en la misma medida a los datos obtenidos a través de un interrogatorio
como también a las muestras bioldgicas como sangre y orina, 0 a las pruebas genéticas
(Palacios Nava, 2003).

Figura 2.1. Realizacion de la entrevista personal

Para poner a prueba el instrumento, se realizé una prueba piloto con el cuestionario citando los
primeros donantes en el Hospital Protomédico Dr. Manuel Rodriguez, de la localidad de
Recreo. Se solicitd la colaboracion del equipo de trabajadores sociales para lograr el
acercamiento a la poblacién encuestada, poniendo especial atencién en aspectos tales como
relevancia de las preguntas, correcta formulacion, ambigledad, sugerencia de respuesta desde

el enunciado, secuencia y tiempo que demandaba su realizacion.
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El formulario utilizado incluyd un total de 30 preguntas recopilando informacion : a) Socio-
demogréfica: edad, lugar y tiempo de residencia, educacion, tipo de vivienda y agua de

consumo; b) Habitos y costumbres: habito de fumar y consumir alcohol; c) Datos laborales:

condiciones de trabajo actual, antecedentes laborales, uso anterior y actual de plaguicidas,
puesto de trabajo, etapa del proceso agricola, modalidad, frecuencia y forma de aplicacion de
plaguicidas, tipo de equipo utilizado para pulverizar, antigiiedad en el puesto, horas trabajadas
por semana, tipo y uso de equipo de proteccion personal, sintomas compatibles con
intoxicacion por plaguicidas, atencion recibida. Los cuestionarios utilizados en este trabajo de
Tesis Doctoral se adjuntan en el Anexo I.

Los criterios de inclusion consideraron a los trabajadores rurales y aplicadores de plaguicidas
que trabajaban y vivian en la zona de estudio (de cultivos intensivos o de cultivos extensivos),
con una antiguedad laboral minima de un afio. Los controles se seleccionaron de la poblacion
que vivia en la misma zona geografica, pero que no tenian antecedentes laborales relacionados
con exposicion a agroquimicos. Dentro de lo posible, por cada trabajador se recluto un control,
con caracteristicas socio-demograficas semejantes, fundamentalmente teniendo en cuenta los
factores edad y sexo. Las entrevistas de los expuestos y controles se realizaron dentro de la
misma semana.

Los criterios de exclusion se basaron en la edad con un intervalo en el que no eran aceptables

los participantes que tenian menos de 18 afios 0 mas de 55 afios.

2.1.2. Consentimiento Informado

Un procedimiento imprescindible en las investigaciones con seres humanos lo constituye el
otorgamiento por los participantes del consentimiento informado para su inclusion en el
estudio (Declaracion de Helsinki, 2000). Este procedimiento es reconocido por algunos
autores como la forma fundamental de proteger los intereses del sujeto (Biros y col., 1999).
Los numerosos aspectos que deben ser informados a los potenciales participantes de una
investigacion no solo tienen una importancia ética insustituible sino que ademas pueden
repercutir en los resultados del estudio (Montenegro Suris, 2003).

El consentimiento informado en este trabajo de Tesis fue el instrumento de expresion de las
dos voluntades (los participantes y los investigadores) debidamente conocedoras, competentes
y auténomas que decidieron contribuir a un procedimiento cientifico, el cual garantiza que el
sujeto expresd (después de haber comprendido la informacion que se le ha brindado acerca de
los objetivos y procedimientos del estudio) su intencién de participar en la entrega de
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informacidn a través del instrumento de recopilacion de datos (encuesta o cuestionario) y en la
aceptacion en la toma de las muestras biologicas correspondientes. El formulario de
consentimiento se adjunta en el Anexo Il. EI Comité de Etica del Hospital Provincial José
Maria Cullen establecié las normas para el desarrollo del estudio y el consentimiento

informado fue otorgado por cada individuo antes del comienzo del estudio.

2.2. Obtencion de las muestras

De cada donante incluido en el estudio se obtuvo una muestra de sangre (10 ml) de la vena
braquial con jeringa heparinizada y se dividié en dos viales de 5 ml cada uno. Las muestras
fueron transportadas refrigeradas al laboratorio y procesadas dentro de las 2 h.

El contenido de uno de los viales se centrifugd a 1000 g durante 10 minutos para la separacion
de los eritrocitos. El plasma se separo para la determinacion de BChE. La capa leucocitaria fue
removida y los eritrocitos restantes (capa inferior) se lavaron tres veces en solucion salina fria
(8,9 g I de NaCl) por centrifugacién 5 min a 1300 g y 4 °C.

Se realiz6 la dosimetria de Hemoglobina sobre los eritrocitos lavados (Método de Drabkin).
Las alicuotas de los globulos rojos se mantuvieron a -70 ° C para las determinaciones del
estado oxidativo por un tiempo no superior a cuatro semanas. Las determinaciones de
actividad de las enzimas BChE y AChE se realizaron dentro de las 8 horas. El segundo vial de

sangre entera se utilizé para el estudio de dafios al ADN dentro de las 4 horas de extraccion.

Figura 2.2. Obtencidon de las muestras.

Para la determinacion de MNMB, se raspo el interior de ambas mejillas del dador con un
cepillo dental pequefio, posteriormente se coloco en un tubo cénico (Falcon) conteniendo 3 ml
del buffer celular y las muestras asi obtenidas fueron transportadas al laboratorio refrigeradas,

siendo procesadas el mismo dia de la extraccion.
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2.3. Metodologias
2.3.1. Biomarcadores sustitutos de exposicion a organofosforados y metilcarbamatos
2.3.1.1. Determinacion de la Actividad de Butirilcolinesterasa (Ellman y col, 1961)

» Fundamentos
Butiriltiocolina en presencia de BChE se desdobla en tiocolina y butirato; la tiocolina generada
en presencia del reactivo DTNB produce un producto coloreado amarillo: 2-nitro-5-

mercaptobenzoato que puede ser medido espectrofotométricamente a 405 nm.

= Reactivos y soluciones

Se utilizo el kit comercial Wiener lab ®

= Preparacion de las muestras
Se utilizo el plasma obtenido luego de la centrifugacion (1000 g por 5 min) de la sangre

heparinizada.

= Técnica Operatoria
Es un procedimiento con AT fijo (25 °C) utilizando un espectrofotometro UV-Vis Jenwey®,
Geneva. En una cubeta mantenida a la temperatura elegida, se colocé 3 ml de sustrato
reconstituido. Se pre-incubd unos minutos a 25 °C. Luego se agregd 20 pl de plasma, se
mezcld inmediatamente y leyo la absorbancia a 405 nm disparando simultaneamente el
cronometro. Se volvié a leer luego de 30, 60 y 90 segundos exactos. Se determind la diferencia
promedio de absorbancia cada 30 segundos (AA/30 seg) restando cada lectura de la anterior y
promediando los valores.

= Célculos
Actividad de Butirilcolinesterasa (U/l) = AA/30 seg x 22.710

Los resultados se expresaron como U de BChE I
2.3.1.2. Determinacion de la Actividad de Acetilcolinesterasa (Ellman y col, 1961)

= Fundamentos
La enzima AChE, presente en una dilucion de eritrocitos, produce la degradacion del sustrato
acetilcolina. La tasa de hidrdlisis de la acetilcolina se mide espectrofotomeétricamente a 405

nm por la reaccion del producto de la hidrdlisis con DTNB a 25 °C, pH 7,0, para dar un
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producto coloreado amarillo: 5-tio-2-nitrobenzoato que es proporcional a la actividad

enzimatica.

= Reactivos y soluciones
Buffer/DTNB (pH 7): 0,03 M Na;HPO, (5,36 g I™); 0,01 M KH,PO, (1,94 g I'"); 0,25 mM
DTNB (0,10 g I'Y).
Sustrato: 0,1 M loduro de acetilcolina (45 g I™%)
Solucién Fisiolégica: Na C1 8,9 g I

= Preparacion de las muestras
Solucién de eritrocitos: dilucion en solucion fisiologica 1:10 de eritrocitos lavados
previamente.

= Técnica Operatoria
En un tubo con 3 ml de buffer/DTNB se agreg6 20 pl de la dilucion de eritrocitos y en el
momento previo de iniciar la lectura cinética se agregd 0,1 ml del sustrato, mezclandose
inmediatamente. Se midio el tiempo transcurrido para que la lectura de absorbancia a 405 nm
presente un cambio de 0,100 unidades de absorbancia, se tomaron tres AT y se utiliz6 el
promedio para realizar los calculos. Las lecturas se realizaron en un espectrofotometro UV-Vis

Jenwey®, Geneva, fijando las condiciones de trabajo a 25 °C.

= Calculos

Actividad de AcetilColinesterasa = (70376 / AT) x 10
70376: factor de extincién molar; 10: factor de dilucion.
Los resultados se expresaron como U de AChE I™ de eritrocitos.

2.3.2. Biomarcadores del Estado Oxidativo
2.3.2.1. Determinacién de la Actividad de Catalasa (Aebi, 1984)

= Fundamento

La CAT captura el H,O, antes de que pueda reaccionar dentro de la célula y lo convierte en
oxigeno molecular. La reaccion de CAT es una reaccion de primer orden: la concentracion de
la enzima es proporcional a la actividad enzimatica y los resultados pueden ser reportados
tanto en actividad como en concentracién. El procedimiento consiste en determinar la
disminucion de H,O, contenido en buffer de fosfatos en presencia de una dilucién de
eritrocitos a 240 nm a 25 °C por 60 segundos.

84



= Reactivos y soluciones
Buffer Fosfatos 0,05 M, pH 7:
37 ml de KH,PO,, 0.05M (6,8 g 1 ); 63 ml de Na,HPO, 0.05 M (8,7 g1 ™)
Solucion de 0,053 M H,0, en buffer de fosfatos: 60 ul de H,O, de 100 volimenes en 10 ml de
Buffer de Fosfatos 0,05 M, pH 7.

= Preparacion de las muestras
Hemolizado de eritrocitos al 1%: 10 ul de eritrocitos lavados en 1000 ul de agua mili Q fria.

= Técnica Operatoria
A 3 ml de H,0, 54 mM en 50 mM de buffer de fosfatos, pH 7, se adicionaron 10 ul de
hemolizado (eritrocitos 1 %). La disminucion de H,O, fue medida a 240 nm a 25 °C por 60
segundos utilizando el espectrofotometro UV-Vis Jenwey®, Geneva. Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado y los AA fueron promediados.

= Célculos y Calibrados

Unidades/mi= AA 240 nm x volumen de cubeta (ml) x factor dilucién x 1 cm

43,6 M ™ cm ™ x volumen de la muestra usada (ml)

Actividad Especifica= (Unidades/ml) / mg mI™ Hb

Los resultados se expresaron como kU de CAT por g * de Hb.

Se realizd una curva de calibrado con peroxido de hidrogeno para obtener los parametros de
calidad del método a 240 nm (Figura 2.3).

Curva de Calibrado de Peroxido de
Hidrdgeno-lectura a 240 nm
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Figura 2.3. Curva de calibrado de Perdxido de Hidrdgeno a 240 nm
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2.3.2.2. Determinacion de la relacion GSH/GSSG (Venturino y col., 2001)

=  Fundamento
T >
GSSG—SR 5 GSH ™8 ™8 GSTNB

Para determinar el GSH+GSSG presente en la muestra se utiliza la enzima GR que logra la
conversion cuantitativa del GSSG en GSH. La técnica usa el equilibrio de la reaccidn
desplazado hacia GSH en forma practicamente total, utilizando luego la precipitacion acida
para terminar la accion enzimatica. Inmediatamente se realiza deteccion del GSH total
(GSH+GSSG) utilizando DTNB y se obtiene un compuesto coloreado que se mide
espectrofotométricamente. Utilizando la misma reaccion de color, pero sin el uso de la enzima,

se determina el GSH de la muestra.
= Reactivos y soluciones

Buffer de Muestra: Buffer Pi (2X) 286 mM + Na, EDTA 12.6 mM, pH 7.5: 15,5 ml de
NaH,PO, (34,3g I™") + 84,5 ml de Na,HPO, (40,60 g I'") + Na, EDTA 0,469 g

Buffer de Reaccion: Buffer Pi (1X) 143 mM + Na, EDTA 6.3 mM, pH 7.5: 1:2 Buffer de
muestra

Buffer de Neutralizacion: Buffer Fosfato (Pi) 0.25 M, pH 8.0: 20 ml NaH,PO,4 (29,9 g I™Y) + 80
ml Na,HPO, (35,49 g I')

Solucion GR: 24 Ul/ml en buffer de reaccion

Solucién de NADPH: 4.2 mM (3,5 g I™") en Buffer de Reaccion

Solucién de Tricloroacético (TCA): 50 g I

Solucién Reactivo de Ellman (DTNB): 1.5 mM (0,595 g I'") en Buffer de muestra

= Preparacion de las muestras
Muestra: 200 pl de eritrocitos lavados, se mezclaron con 600 pl agua mili Q fria, se
homogenizo y agregé 600 pl de TCA 10%. Se centrifugd a 10.000 g en microcentrifuga
refrigerada a 4 °C por 10 min. Con el sobrenadante se prepararon dos tubos eppendorff (para
determinar GSH y para GSH+GSSG)

= Técnica Operatoria
Tabla 2.1. Técnica operatoria para la determinacion de GSSG+GSH y GSH.
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Reactivo GSSG+GSH GSH

Muestra o Testigo (curva) 0.45 mi 0.45 ml
NADPH 4.2 mM (0.21 mM final) 25 pl
GR 24 Ul/ml (0.6 Ul en tubo) 25 pl
Buffer de Muestra Pi 1X (143 mM 50 pl

+ Na, EDTA 6.3 mM)

Se agita. Se incuba 30 min. a 25 °C

TCA 10% 0.5ml 0.5ml

Centrifugar a 10000 x g 10 minutos. Usar el SN para seguir con la técnica de Ellman (1959).

SN 100 pl (triplicado) 100 pl (triplicado)

DTNB 1ml Iml

Se dejo transcurrir la reaccién 5 min. Se realizd la lectura contra blanco de reactivos a 412 nm.

= Calculos y Calibrados

Curva estandar en TCA al 5%.

Estandar GSH 1mM TCA 5% nmoles GSH/tubo

(ur) (ur) nmol
0 450 0

90 360 1

180 270 2

270 180 3

360 90 4

450 0 5
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Figura 2.4. Curva de calibrado para la determinacion de GSH



Los datos proporcionados por la curva (Figura 2.4) permitieron calcular pumol de Glutation
total por mg * Hb para el tubo GSH+GSSG y pumol de Glutation por mg™* Hb para el tubo de
GSH. Por sustraccion de ambos se obtuvo GSSG. Se calculd la relacion GSH/GSSG.

2.3.2.3. Determinacion de Sustancias Reactivas con el Acido Tiobarbitirico como
medida de peroxidacion lipidica (Beuge y Aust, 1978)

» Fundamento
El MDA forma un 1,2 aducto con el TBA, lo que produce MDA:TBA (1:2) una base de Schiff
color rosa fluorescente, que puede ser medido por espectrofotometria. Las sustancias reactivas
al TBA (TBARS) se generan a partir de la oxidacion enzimatica del acido araquidonico, y
también como producto final de la degradacion oxidativa de algunos &cidos grasos
poliinsaturados que poseen tres 0 mas dobles enlaces. Por lo tanto, constituyen una medida

indirecta de la lipoperoxidacion de las membranas provocada por los RL.

= Reactivos y soluciones
Solucion de trabajo: 15% TCA, 0.375 % TBA y 0.25 mol/l HCI: TCA9g+ TBA 0,225 g +
1,25 ml HClc en csp. 60 ml H,O
Solucién de Butilhidroxitolueno (BHT): 680 pM: 40 g | ™ en etanol

= Preparacion de las muestras
50 pl de eritrocitos lavados, se mezclaron con 200 ul agua mili Q fria, homogeneizando

posteriormente la mezcla.

= Técnica Operatoria
Se mezclaron 250 ul de muestra + 25 pl de solucion de BHT + 1 ml de solucién de trabajo. La
mezcla se calentd por 45 min en bafio de glicerina de 92 °C. Posteriormente se enfrio en bafio
de hielo para detener la reaccion. Los floculos precipitados se removieron por centrifugacion a
10000 g por 10 minutos. La absorbancia de la muestra se determiné a 535 nm contra blanco de
reactivos utilizando el espectrofotdbmetro UV-Vis Jenwey®, Geneva. Para evitar las
interferencias, se usaron tubos libres de hierro y agua desionizada para el ensayo.

= Calculos y Calibrados
La concentracién de TBARS fue calculada usando el coeficiente de extincion: 1.56 x 10° M™

cm™. Los resultados se expresaron como nmol de TBARS por g™ Hb.
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La calibracion se realiz6 con 1,1,3,3 tetrametoxipropano para obtener los parametros de

calidad de la técnica (Figura 2.5).

Curva de Calibrado TBARS a 535 nm
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Figura 2.5. Curva de calibrado de la determinacion de TBARS.

2.3.3. Biomarcadores de Dafio Genotoxico
2.3.3.1. Ensayo de Viabilidad (Mercille y Masie, 1994)
» Fundamento
Las células viables se visualizaron de color verde debido a que el colorante vital Naranja de
Acridina se intercala en el ADN. Los ndcleos tefiidos de color rojo son indicativos de muerte
celular ya que el Bromuro de Etidio penetra en estas células pero es excluido de las viables y

aquellas células que presentan ambos colores se encuentran comprometidas.

= Reactivos y soluciones
Solucion de tincion: 100 pg/ml Bromuro de Etidio + 100 pg/ml Naranja de Acridina en Buffer

fosfato salino (PBS) libre de Ca>» y Mg>

= Preparacion de las muestras
Dilucién de la sangre: 50 ul de Sangre entera heparinizada + 950 ul de RPMI 1640
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= Técnica Operatoria
Se mezcld 100 pl de la dilucion de la sangre con 4 pl de la solucién de tincion. Se incub6 10 a
30 minutos en oscuridad. Se coloc6 la mezcla sobre portaobjeto, se agregd cubreobjeto y se
observd en microscopio de fluorescencia. Las células viables se ven color verde, las células
necroticas color rojo, y las células en proceso de apoptosis poseen caracteristicas particulares
de vacuolizacion y fragmentacion nuclear, con posible tinciobn de ambos colorantes

dependiendo del estadio de apoptosis en el que se encuentren.
= Expresion de resultados

Se contaron 200 células para cada portaobjetos y la viabilidad se expresé como porcentaje de

células viables.

2.3.3.2. Determinacion del indice de dafio al ADN utilizando el Ensayo Cometa (Singh
y col, 1988)

» Fundamento
Las células estan incrustadas en una capa delgada de agarosa en un portaobjetos y luego son
lisadas en una solucién que contiene detergentes y sales. Asi, las membranas, los componentes
solubles de la célula y las histonas se retiran, dejando el ADN super-enrollado y ain conectado
a la matriz nuclear. La incubacién alcalina de ADN y posterior electroforesis causa el
desenrollamiento de los bucles y le permite a los fragmentos avanzar hacia el &nodo, formando
la "cola del cometa" que se visualiza generalmente por microscopia de fluorescencia. Las
imagenes se parecen a los cometas, y el contenido relativo de ADN en la cola indica la

frecuencia de las roturas.

= Reactivos y soluciones
Agarosa de punto fusion normal (APFN) al 1 %
Agarosa de bajo punto de fusion (ABPF) al 1%
Solucion de lisis stock: 2,5 M NaCl +100 mM NaEDTA +10 mM Tris Ajustar pH 10 con
NaOH
Solucion de lisis final: 40 ml de solucion stock + 5 ml Dimetil sulféxido (DMSO) + 400 pl
Triton. Preparar inmediatamente antes de su uso. Refrigerar a 4-10 °C, 30-60 min antes de
usar
Soluciones stock de electroforesis: A) 10 N NaOH; B) 200 mM Na,EDTA, pH 10
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Buffer de electroforesis final: 30 ml solucion A + 5 ml solucién B + H,0 csp 1 litro de buffer
de electroforesis, pH>13.
Buffer de neutralizacion: 0,4M Tris. Ajustar a pH 7,5 con HCI concentrado

Solucion de Tincidn: 2 pg/ml Bromuro de etidio

= Preparacion de las muestras
Dilucién de la sangre: 50 pl de sangre entera heparinizada + 950 pl de RPMI 1640 en estufa
de 37 °C por 60 minutos. Se centrifugd a 1000 g, se descarto el sobrenadante y se utilizo el

sedimento para realizar los preparados.

= Técnica Operatoria
La determinacion de la viabilidad celular previo al EC o a cualquiera de sus modificaciones es
una recomendacion realizada por Singh y col. (2000).
Para realizar los preparados, se fundié la APFN en microondas (2 minutos a baja potencia). Se
distribuyeron 25 pl de APFN en portaobjetos con APFN, se deshidratd en estufa 5 minutos a
40 °C para lograr una capa de mordiente. Se agregé 200 ul de APFN y se cubri0
inmediatamente con cubreobjetos, se llevé a heladera durante 10 minutos para que gelifique.
Se retird el cubreobjetos y se dejo secar en estufa 20 minutos a 50 °C. Estos portas asi
preparados con la primer capa se pueden guardaron para su posterior uso en un desecador.
Se preparo la solucidn de lisis final en el vaso coplin y se llevé a heladera para que se enfrie.
A dos portaobjetos con la primera capa deshidratada se le agregaron partes iguales de la
mezcla: 200 pul de ABPF (37°C) y el sedimento de las células (10.000 aproximadamente),
colocando cubreobjetos sobre ambos portaobjetos para ser llevados a heladera por 10 min. Asi,
cada muestra se realizé por duplicado.
Se deslizo el cubreobjetos en forma lateral y se agrego una tercera capa de ABPF fundida a 37
°C. Se colocd el cubreobjetos y se dejé solidificar, se quitd el cubre y se sumergié los
portaobjetos en solucion de lisis fria. Se dejé a 4°C por 1 hora como minimo y 4 semanas
como maximo. Todos los pasos posteriores se realizaron en ausencia de luz para evitar el dafio
extra que puede sufrir el ADN desnudo expuesto a la luz directa.
Se retiraron los preparados de la solucion de lisis y se colocaron en una cuba horizontal en
bafio de hielo que contenia el Buffer de electroforesis a 4°C, por 20 min para que se lleve a
cabo el desenrrollamiento (Unwinding) del ADN. Luego se realizé la electroforesis a 0,90
V/cm. durante 20 minutos. Se retiraron cuidadosamente los portaobjetos de la cuba y se

realizaron 3 lavados con buffer de neutralizacién a intervalos de 5 minutos. Se escurrieron los
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preparados y se deshidrataron durante 5 minutos en alcohol etilico, se conservaron en lugar
Seco.

Los preparados se tifieron en el momento de la lectura con 25 pl de la solucion de Bromuro de
Etidio. La lectura de los preparados se realizé utilizando un microscopio de fluorescencia
(Olympus CX 40 equipado con un filtro de excitacion U-RFLT 50) a 400 x.

En todas las corridas se incluyo:

a) Control Negativo: se mezcldo 950 pl de RPMI 1640 y 50 ul de sangre periférica
heparinizada (de donante sano y no expuesto de forma laboral a genotoxicos
conocidos), se incubd a 37 °C por una hora, se centrifugo y se realizé el preparado de

manera la manera descripta previamente,

b) Control Positivo de EC (50 uM H,0,): se mezcld 900 pl de RPMI 1640, 50 ul de de
sangre periférica heparinizada (de donante sano y no expuesto de forma laboral a
genotoxicos conocidos), y 50 pl de H,O, 1 m M, se incub6 a 37 °C por una hora, se

centrifugo y se realizaron los preparados de la manera descripta anteriormente.

= Célculos y Calibrados

Se cuantificaron 100 células por muestra, 50 en cada réplica. Se determinaron la cantidad de
células en cada nivel de dafio considerando: nivel 0= sin dafio, sin migracién de fragmentos
(sin cola); nivel 1= dafio leve (cola de longitud menor al didmetro del nucleoide); nivel 2=
dafio moderado (longitud de la cola mayor al diametro de un nucleoide pero menor al diametro
de dos; nivel 3= dafio alto (cola de longitud mayor al diametro de dos nucleoides y menor al de
tres) y nivel 4= dafio extremadamente alto (cola de longitud mayor al didmetro de tres
nucleoides). A medida que aumenta la longitud de la cola y por ende la cantidad de ADN en la
misma, el nucleoide (“cabeza del cometa™) va perdiendo intensidad y tamaifio. Se calcula el
Indice de dafio EC: IDEC=n; + 2 x n, + 3 X n3 + 4 X ng, donde n es la cantidad de células
clasificadas en cada categoria de dafio. La categoria 0 no se incluyd en el indice.

Los resultados se expresan como IDEC

Se realizd una curva de calibrado (Figura 2.6) con las condiciones fijadas para el ensayo
utilizando peroxido de hidrogeno como inductor de dafio al ADN in vitro en los linfocitos
Tubo 1: 10 uM H,0,, Tubo 2: 20uM H,0,, Tubo 3: 30 uM H,0,, Tubo 4: 40 uM H,0,, Tubo
5: 50 uM H,0..
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Todos los tubos se incubaron a 37 °C por una hora, de cada tubo se tomaron 100 pl para
observar viabilidad, se centrifugaron y al sedimento se le agregé 200 ul de ABPF a 37 °C y
distribuy6 en 2 portaobjetos preparados previamente. En cada punto de la curva se determin6
IDEC

Calibracidon Ensayo Cometa
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Concentracion de Perdxido de Hidrégeno

Figura 2.6. Calibracion del Ensayo Cometa utilizando Perdxido de Hidrogeno

2.3.3.3. Determinacion del Indice de dafio al ADN utilizando el Ensayo de Reparacion
(Bowden y col., 2003)

* Fundamento
La funcion del ensayo es evaluar los procesos de reparacion puestos en juego para inhibir el
dafo generado por el H,O, en el ADN de los linfocitos in vitro. Luego del dafio oxidativo
generado al ADN se puede llegar a un estado de equilibrio dinamico por la presencia de las
defensas antioxidantes, pudiendo entonces con el ensayo determinar si el dafio producido se

elimina.

= Reactivos y soluciones
Agarosa de punto fusion normal (APFN) al 1 %
Agarosa de bajo punto de fusion (ABPF) al 1%
Solucién de H,O, 1 mM: Se toma 11,5 pl de sol H,O, 100 volimenes y se lleva a 1ml: sol 0,1
M, se tomar 10 pl de sol H,0, de 0,1 M. y se lleva a 1ml: sol 1 mM
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Solucion de DMSO al 2 %

Medio de Reparacion: 900 ul RPMI + 100 ul SFB

Solucion de lisis stock: 2,5 M NaCl +100 mM NaEDTA +10 mM Tris Ajustar pH 10 con
NaOH

Solucion de lisis final: 40 ml de solucion stock + 5 ml DMSO + 400 pl Triton. Preparar
inmediatamente antes de su uso. Refrigerar a 4 °C, 30-60 min antes de usar

Soluciones stock de electroforesis: A) 10 N NaOH; B) 200 mM Na,EDTA, pH 10

Buffer de electroforesis final: 30 ml solucion A + 5 ml solucion B + H,O csp 1 litro de buffer
de electroforesis, pH>13.

Buffer de neutralizacién: 0,4M Tris. Ajustar a pH 7,5 con HCI concentrado

Solucion de Tincion: 2 ug/ml Bromuro de Etidio

= Preparacion de las muestras
Dilucién de la sangre: 50 pl de Sangre heparinizada + 940 ul de RPMI 1640. Se determina
primero la viabilidad.

= Técnica Operatoria
Se agreg6 a cada muestra 10 pl de H,O, 1 mM (concentracion final por tubo 10 uM) y se
incubd a 37 °C durante 10 min. Se agreg6 0,5 ml de la solucion de DMSO para detener el dafio
oxidativo, se centrifugd a 1000 g por 5 min y se elimind el sobrenadante. Se lavaron las
células 2 veces con RPMI 1640 para eliminar restos de perdxido. Luego del tltimo lavado, se
agregd a las células 1 ml del medio de reparacion y se incubd a 37 °C por 30 minutos.
Transcurridos los 30 minutos se centrifugd a 1000 g a 4 °C por 5 minutos, se descarto el
sobrenadante y se colocaron los tubos en bafio de hielo para inhibir reparaciones posteriores,
se armaron los preparados y se prosiguio con el ensayo tal como se describio en el punto
2.3.3.2.

= Célculos
Se cuantificaron 100 células por muestra, 50 en cada réplica. Se calcul6 el indice de dafio
Ensayo de Reparacion: IDER=n; + 2 x n, + 3 X n3 + 4 X ng4, donde n es la cantidad de células
clasificadas en cada categoria de dafio. La categoria 0 no se incluyd en el indice.

Los resultados se expresaron como IDER.
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2.3.3.4. Ensayo Cometa modificado para la deteccion de bases oxidadas con el uso de

endonucleasas de reparacion bacterianas: Sitios FPG (Collins y col., 1997)

» Fundamento
Para evaluar la presencia de lesiones oxidativas en el ADN se ha propuesto un modelo
enzimatico que puede ser usado en la version alcalina del EC. Las células expuestas (in vitro a
H.O, o in vivo a agentes oxidantes) se lisan de la forma habitual, se incuban los nucleoides
resultante con la enzima FPG durante 30 minutos a 37 °C, y luego se continta con el EC
estandar descripto en 2.3.3.2 con modificaciones.

= Reactivos y soluciones
Agarosa de punto fusion normal (APFN) al 1 %
Agarosa de bajo punto de fusion (ABPF) al 1%
Buffer de Reaccién de la enzima FPG: 40 mM HEPES; 0,1 M KCI; 0,5 mM Na,EDTA; 0,2
mg/ml BSA, se ajusta a pH 8 con KOH.
Solucion de la Enzima para el ensayo: 1/250 con el buffer de reaccién de la enzima, conservar
en alicuotas de 50 pl a -80 °C
Solucion de lisis stock: 2,5 M NaCl +100 mM Na;EDTA +10 mM Tris Ajustar pH 10 con
NaOH.
Solucion de H,0, 1 mM: Se toma 11,5 ul de sol H,0, 100 volumenes y se lleva a 1ml: sol 0,1
M, se tomar 10 ul de sol H,0, de 0,1 M. y se lleva a 1ml: sol 1 mM
Solucion de lisis final: 40 ml de solucion stock + 5 ml DMSO + 400 pl Triton. Preparar
inmediatamente antes de su uso. Refrigerar a 4 °C, 30-60 min antes de usar
Soluciones stock de electroforesis: A) 10 N NaOH; B) 200 mM Na,EDTA, pH 10
Buffer de electroforesis final: 30 ml solucion A + 5 ml solucién B + H,0 csp 1 litro de buffer
de electroforesis, pH>13.
Buffer de neutralizacion: 0,4M Tris. Ajustar a pH 7,5 con HCI concentrado

Solucion de Tincion: 2 ug/ml Bromuro de etidio

= Preparacion de las muestras
Dilucién de la sangre: 50 pl de Sangre entera anticoagulada con heparina + 950 ul de RPMI
1640 se colocan en estufa de 37 °C durante 60 minutos. Se determind primero la viabilidad de
la muestra y posteriormente se centrifugo a 1000 g, se descartd el sobrenadante y se utilizo el

sedimento para realizar los preparados.
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= Técnica Operatoria
Se realizaron los preparados tal como se describi6 en el punto 2.3.3.2. pero sin el agregado de
la ultima capa de ABPF. Se colocaron los preparados en la solucién de lisis, se retiraron luego
de 120 minutos, siempre en zona de oscuridad, se lavaron los preparados 3 veces por 5 min
con el buffer de reaccion de la enzima a 4 °C y se secaron cuidadosamente con papel tisu. Por
cada muestra se realizaron dos preparados, a uno se le agregd 50 ul de buffer de reaccion y al
otro 50 pl de la dilucion de la enzima, se incubaron cubiertos con cubreobjeto en camara

hdmeda: 30 min a 37°C y se continud con el ensayo como fuera descripto en 2.3.3.2.

= Calculos y Calibrados

Se determiné el IDEC o el IDEC-FPG segun se tratara del preparado que solo se agreg6 buffer
0 se agrego la dilucion de la enzima. Para cada muestra se calculé la diferencia entre IDEC-
FPG e IDEC y el resultado se expres6 como Sitios FPG.

Se realizé una curva de titulacion de la enzima con concentraciones fijas de peroxido (25 pM
H.0,) y concentraciones de enzima entre 1/100 hasta 1/3000. Se seleccionoé la dilucion 1/250
como la més apropiada para las condiciones de trabajo. Se realizé una curva de calibrado con
la dilucidn 1/250 y concentraciones crecientes de H,O, (Figura 2.7). Sobre los preparados con
las células montadas se colocaron 50 pl de 10, 15 0 20 uM H,0,, se incubaron a 37 °C por 30
minutos en camara humeda, siendo posteriormente colocados en solucion de lisis. Para cada

concentracion se determind IDEC e IDEC- FPG.

Calibracion enzima FPG
& 350
e
g 200 /J
o 250 B
a o & o
= 200 ¢ SINENZ
150 B CONENZ
100 —Lineal (SIN ENZ)
50 — Lineal (CON ENZ)
0 T T T 1
0 1 2 3 4
Concentracion de Perdxido de Hidrégeno

Figura 2.7. Calibracion de la enzima FPG
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2.3.3.5. Determinacion de la frecuencia de microntcleos en células de mucosa bucal
(Holland y col., 1998)

» Fundamento
Los Micronucleos se originan durante la division celular. EI material genético contenido en el
nacleo celular se replica y divide equitativamente dando lugar a dos células hijas idénticas;
este proceso puede producirse de manera equivocada debido a errores durante la replicacion y
posterior division del ADN. Los MN se pueden generar de manera espontdnea 0 como
respuesta a la accion de agentes aneugénicos o clastogénicos, que generan la pérdida de
fragmentos cromosémicos 0 cromosomas enteros, que no se incorporan correctamente al
nicleo de la célula hija, y originan un nuevo nicleo de menor tamafio que el primario
denominado micronicleo. Esto puede ser visualizado como una masa de cromatina, que tiene
la forma de un nucleo pequefio, y que aparece cerca del ndcleo principal.

= Reactivos y soluciones
Buffer celular: 0.1M Na, EDTA, 0.01 Tris—HCI and 0.02M NaCl, pH 7

Solucion de tincion: 100 pg/ml Naranja de Acridina

= Preparacion de las muestras
Se raspé el interior de ambas mejillas del dador con un cepillo dental pequefio, que fue

posteriormente colocado en un tubo cdnico (Falcon) conteniendo 3 ml del buffer celular.

= Técnica Operatoria
Las células se lavaron tres veces con 3 ml del buffer celular, homogeneizando con vortex
suavemente en cada paso y seguidos de centrifugacion a 1500 rpm durante 10 min. Luego de
la dltima centrifugacion, se descart6 el sobrenadante y el botén se resuspendié en 0,5 ml del
buffer celular. Se homogeneizd nuevamente y se goted con pipeta desde una altura de 20 cm.
aproximadamente sobre portaobjetos precalentados en estufa (a 50°C), cubriendo todo el
portaobjeto sin gotear dos veces en el mismo lugar. Se realizaron 4 portas por cada muestra, se
secaron en estufa de 37 °C provista con geles deshidratantes. Una vez secos, se fijaron en
metanol frio por 30 minutos y se secaron nuevamente. Antes de la observacién al microscopio
se colorearon con la solucidn de tincion. Las muestras se analizaron bajo microscopio de

fluorescencia (Olympus CX 40 equipado con un filtro de excitacion U-RFLT 50) a 400X.
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= Caélculos y Calibrados
Se contaron un total de 2000 células por cada donante, aproximadamente 500 de cada porta.
Sélo se analizaron células que no se encontraron superpuestas con otras o dobladas y que
poseian el ndcleo intacto. Aquellas células que estaban atravesando un proceso de
degeneracion como cariorrexis o cariolisis y/o fragmentacion nuclear no se incluyeron.
La frecuencia de MNMB se expresé como las células con MN sobre 1000 células epiteliales

normales.

El criterio para la identificacion de los MN fue el siguiente:
1) debian tener un tamafio menor a 1/3 del nucleo principal,
2) estar en el mismo plano focal,

3) tener el mismo color y refraccidn que el nacleo principal,
4) tener forma redondeada o levemente ovalada, y

5) estar separados del nucleo principal o si sus bordes se tocan, que sean totalmente

distinguibles.

2.4. Métodos Estadisticos

Para el analisis de los datos se utilizo el programa SPSS 14.0 para Windows (2005). Se teste6
la normalidad de todos los biomarcadores propuestos mediante el test de Kolmogorov-
Smirnov (K-S) y la homogeneidad de varianzas mediante el test de Levene.

Segun se comprobaron o no los supuestos de normalidad, se utilizaron test a) Paramétricos:
Test T, Test de Dunnet o ANOVA o b) no paramétricos: Kruskal-Wallis (K-W) o Mann-
Whitney (U-Test) para comparar los diferentes grupos en funcion de los distintos parametros
analizados (bioquimicos, enziméaticos o de genotoxicidad), los factores de confusion (sexo,
edad, habitos, tiempo de residencia) o los parametros laborales (tarea realizada, antigtiedad
laboral, equipo de proteccidn, mezclas de plaguicidas utilizadas).

Para evaluar la relacion existente entre las variables cuantitativas se utilizo el analisis de
correlacion de Spearman. Utilizando estadistica multivariada, se realizd la matriz de
similaridad (Software NTSYS pc 21), lo que permitio observar la relacion entre todas las

variables, tanto cualitativas como cuantitativas. Las variables cuantitativas fueron
98



dicotomizadas (0 y 1), escogiendo como criterio de dicotomizacion: O para los valores
menores de la mediana y 1 para los valores que superaban la mediana.

En estudios de casos y controles, Odds Ratio (OR) permite reconocer diferentes parametros
como factores de riesgo o de proteccion de una exposicion, ademas de identificar la magnitud
o fuerza de la asociacion, lo que permite hacer comparaciones. Se evaluo la influencia de
factores como exposicién, edad, habito de fumar o de consumir alcohol, escolaridad
secundaria, tiempo de residencia y las variables laborales como el uso de EPP y la antigiiedad
laboral sobre cada uno de los marcadores utilizando los OR mediante el software Epi-info
3.4.3.
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CAPITULO 3

Cultivos Intensivos:

Trabajadores rurales y aplicadores

de plaguicidas
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3.1. Antecedentes

El uso de plaguicidas en cultivos de frutos y hortalizas es una practica extendida en el
Cinturén verde del Dpto. La Capital (Santa Fe, Argentina). La aplicacion de mezclas de
productos agroquimicos se realiza en forma simultanea y/o secuenciada, muchas veces en
condiciones de extrema precariedad en cuanto a elementos técnicos, de proteccion personal,
preparacion y almacenamiento.

Existen antecedentes que reflejan la problemética de las condiciones de vida de los
trabajadores de los cinturones horticolas argentinos y su evolucion en los dltimos afios. El
trabajo informal, que ademas incluye el manejo inadecuado de fitosanitarios, muchas veces
esta relacionado a aspectos culturales de los grupos sociales implicados (Propersi y col., 2008;

Souza-Casadinho y Bocero, 2008).

Es importante definir entonces a los posibles grupos humanos involucrados en este sistema de
cultivos intensivos. En primer lugar, el trabajador de las quintas horticolas (en adelante
denominado trabajador rural), puede estar relacionado econdomicamente con sus “patrones”
con el sistema de “pago a destajo” donde el trabajador es contratado para realizar una serie de
tareas especificas, como carpir o cosechar, con pago puntual segun la tarea realizada. La
retribucion esta determinada por los surcos deshierbados o cajones cosechados y por lo general
las tareas asignadas incluyen pasos repetitivos de facil comprobacion. Estos trabajadores no
aplican agroquimicos, debido a la dificultad de medir todos los pasos implicitos en la tarea y
asi poder realizar un pago acorde al trabajo ejecutado (Souza-Casandinho, 2007).

La aplicacion de fitosanitarios es una tarea destinada a los “medieros”. En la horticultura, la
medieria estd fuertemente asociada a la presencia de migrantes bolivianos dispuestos a
ocuparse en este mercado de trabajo. Habitualmente estos medieros ademas del trabajo de su
grupo doméstico aportan otros trabajadores, insumos e inclusive capital, otorgandole a la
relacién el caracter de una sociedad asimétrica. Su condicién de migrantes limitrofes acentla
la asimetria de la relacion que establecen con los productores, profundizandose su condicion
de socio menor (Benencia y Souza Casandinho, 1993).

En Gltimo término, el productor, es el propietario o arrendatario de las tierras; es quien
organiza, administra y supervisa el predio donde se realizan actividades horticolas. Posee el
factor capital y como tal puede adquirir el resto de los elementos productivos. Es quien
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determina las estrategias de produccién en general y los criterios de manejo de los cultivos en
particular. Dentro de estas pautas de manejo se encuentra el control de plagas y las estrategias

de aplicacion (Souza-Casadinho, 2007).

Diversas consideraciones deben hacerse para evaluar las estrategias de produccién. La presion
ejercida por los consignatarios para la entrega de productos “limpios” promueve que los
pequefios productores apliquen “recetas caseras”, determinando una tendencia hacia la
aplicacion de plaguicidas, especialmente cuando los comerciantes realizan adelantos de dinero
para el cumplimiento de tal objetivo. Se evidencia un énfasis en la “calidad formal” de los
productos, caracterizada por un realce en sus propiedades externas -brillo, color,
homogeneidad en el tamafio, ausencia manchas o picaduras—, en detrimento de su “calidad
real”, la que puede definirse como la ausencia de restos de agroquimicos, contenido de
vitaminas, de oligoelementos, etc. La necesidad de presentar un producto libre de manchas
determina un incremento en la aplicacion de plaguicidas, fundamentalmente insecticidas y
funguicidas. Entre los elementos con mayor peso en estas decisiones se encuentran el precio
de las hortalizas y la informacion brindada por los proveedores de insumos. La horticultura es
una actividad compleja por sus multiples aristas, dindmica por sus cambios continuos y por las
necesidades de sus protagonistas de adaptarse a los requerimientos comerciales (Souza-
Casadinho, 2007).

Las practicas de higiene y proteccién utilizadas por los trabajadores rurales son, por lo general
muy precarias y determinan los resultados hallados en los estudios, particularmente en
aquellos realizados en los paises en desarrollo. Las diferentes situaciones laborales, las
mezclas usadas, los cambios en las formulaciones y las diferentes précticas agricolas de region
en region obligan a una constante reevaluacion de los resultados y su relacion con los efectos

sobre la salud humana.

Una vez reunida la informacion que permita describir las caracteristicas de la poblacion en una
determinada region, es necesaria la planificacion del monitoreo aplicando un conjunto de
biomarcadores que contribuya a la deteccion temprana de los efectos de los agroquimicos
sobre la salud.
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3.2. Objetivos especificos del Capitulo

1) Evaluar el dafio generado por exposicion a mezclas simultdneas de pesticidas en
trabajadores rurales y aplicadores de plaguicidas en cultivos intensivos y confrontarla, en

todos los casos, con una poblacién no expuesta (grupo control).

2) Caracterizar la exposicion mediante la determinacion de las actividades de
Butirilcolinesterasa Plasmatica y Acetilcolinesterasa Eritrocitaria en ambas poblaciones.

3) Evaluar el efecto de los plaguicidas sobre el estado oxidativo midiendo la actividad de
CAT como marcador del sistema antioxidante y los niveles de TBARS como marcador de la

peroxidacion de lipidos en los eritrocitos de ambos grupos.

4) Aplicar el Ensayo Cometa y Ensayo de Reparacion en los linfocitos de sangre periférica de
los trabajadores y controles para evaluar el efecto de las mezclas de plaguicidas y su accion
sobre el ADN.

5) Integrar los resultados de acuerdo a las variables tenidas en cuenta en la anamnesis de los
trabajadores y de los controles, considerando criterios de inclusion, exclusién y aquellos que

acttien como factores de confusion en el estudio.
3.3. Materiales y Métodos
3.3.1. Biomarcadores utilizados en la poblacion de cultivos intensivos

Para evaluar a los trabajadores rurales y aplicadores de cultivos intensivos se utilizaron como

biomarcadores:
1- Medicion de la actividad de enzimas Colinesterasas
1.1.  Acetilcolinesterasa eritrocitaria (AChE)
1.2.  Butirilcolinesterasa plasmatica (BChE)
2- Marcadores del Estado Oxidativo
2.1. Actividad Catalasa en eritrocitos

2.2. Medicion de peroxidacion de lipidos en eritrocitos (ensayo de TBARS)
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3- Marcadores de Genotoxicidad
3.1. Ensayo Cometa en sangre periférica
3.2.  Ensayo de Reparacion utilizando el Ensayo cometa
Las metodologias empleadas fueron descriptas en el Capitulo 2.

3.3.2. Area productiva

En el afio 2001, la actividad econdémica principal del Cinturon Horticola de Santa Fe (Distritos
Angel Gallardo, Monte Vera, Recreo y Santa Fe Norte) reunia 250 explotaciones con 3200
hectéreas. Sin embargo se ha producido (a expensas del incremento de cultivos extensivos,
principalmente de soja) una disminucién de la zona cultivada con hortalizas, que coincide con
la disminucion de las superficies destinadas a la produccion horticola planteadas por Benencia
(1997) y por Propersi  (2006). En la actualidad, esta actividad solo retine 120 explotaciones
(1500 hectareas) donde residen los grupos familiares de trabajadores de huerta (Ministerio de
la Produccion de Santa Fe, 2007).

La evaluacion se realiz6 en 18 explotaciones del Departamento La Capital, que incluyo las
localidades: Angel Gallardo, Recreo, Candioti, Monte Vera y los barrios de la zona norte de la
ciudad de Santa Fe: Chaco Chicoy Altos del Valle.

3.3.3. Poblacién de trabajadores de cultivos intensivos

En este Capitulo se expone la evaluacion de 105 sujetos de ambos sexos que viven y trabajan
en el corddn horticola del departamento La Capital (Prov. de Santa Fe, Argentina) y del grupo
control que estuvo compuesto por 112 donantes que no realizaban actividades laborales
relacionadas con la exposicion a pesticidas. Todas las personas incluidas pertenecian a la

misma area geografica, con condiciones socio-demograficas semejantes.

El muestreo tanto de los trabajadores como de los controles se realizé en forma simultanea en
el periodo de mayor actividad horticola, que incluye los meses de marzo a octubre de los afios
2007 y 2008.

La educacién, como otros aspectos culturales, debe ser tenida en cuenta durante la redaccion
de las preguntas del cuestionario, siendo fundamental considerar el lenguaje de la poblacion
encuestada para que todos comprendan las preguntas y asi evitar el sesgo de informacién que

se produce cuando los participantes interpretan o responden de manera diferente a la misma
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pregunta. En consecuencia, se solicitdo la colaboracion del equipo de salud del Hospital
Protomédico “José Rodriguez”, Monte Vera, Santa Fe (Argentina), que a través de su personal
facilitd el acercamiento con la poblacién. Las encuestas y tomas de muestras se realizaron
directamente en las explotaciones en compaiiia de los asistentes sociales, lo que permitio tener
el acceso a la poblacion en su lugar de trabajo e incluso poder obtener informacion que en
ocasiones los trabajadores desconocian como los nombres de los pesticidas empleados,

utilizando para este fin las etiquetas de los envases.

Luego que los donantes fueran informados de los objetivos del trabajo y dieran su

consentimiento para participar del estudio, se realizo la encuesta (Anexo ).

En funcién de los datos obtenidos, los trabajadores fueron agrupados seguin su actividad en
expuestos directos e indirectos. Los aplicadores de pesticidas o expuestos directos, fueron
aquellas personas que en los siete dias previos a la toma de muestra sanguinea habian
realizado actividades de fumigacion. Los trabajadores rurales o expuestos indirectos,
comprenden a las personas que residen en la proximidad de los cultivos (a no mas de 100
metros de distancia) y realizan diferentes actividades agricolas distintas a la fumigacion:

desmalezamiento, siembra, cosecha, etc.

3.4. Resultados del Capitulo

3.4.1. Descripcidn socio-demografica y habitos de expuestos y controles

El promedio de edad del grupo de trabajadores es de 35,37 + 15,17 afios y del grupo de
controles es de 37,70 £ 14,07 afios, con un rango comprendido entre 18 y 65 afios de edad para
todos los voluntarios incluidos. Al comparar ambos grupos usando test-T no se hallaron
diferencias estadisticamente significativas respecto a la edad (P=0,763).

La distribucion por género para los trabajadores es del 41% (n=43) para el sexo femenino y
59% (n=62) para el sexo masculino, para los controles es del 51% (n=46) para el sexo
femenino y 61% (n=54) para el sexo masculino. No se hallaron diferencias estadisticamente

significativas respecto al sexo entre expuestos y controles (U-test, P=0,997, Figura 3.1).
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Exposicion ocupacional a los Agroquimicos.
Evaluacion del Dafio Genético y su relacién con Procesos de Estrés Oxidativo.

Distribucion por género en los
Controles

u Masculino

B Femenino

Distribucion por género en los
Trabajadores

m Masculino

H Femenino

Figura 3.1. Distribucién por género: a. de los controles (izquierda),

b. de los trabajadores de cultivos intensivos (derecha).

En el grupo de trabajadores se consultd respecto a la distancia de sus hogares a los cultivos y

el tiempo de residencia. Todos los trabajadores vivian en las cercanias de los cultivos y el

promedio de afios de residencia fue de 19,16 + 10,98 afios. Todas las viviendas estaban

construidas en ladrillo aunque algunas tenian techo de paja y los servicios sanitarios eran

precarios. EI 97% de las viviendas carecian de agua de red y utilizaban agua de pozos

artesanales.

El analisis del nivel educativo de los trabajadores se muestra en la Figura 3.2 donde se destaca

que los individuos expuestos tienen una alta tasa de escolaridad primaria completa e

incompleta. El 26% accede a una educacion secundaria pero ningun trabajador accedi6 a un

nivel terciario o universitario.

Distribucion por nivel educativo de
los trabajadores

MW Primaria Incompleta

M Primaria completa

M Secundaria Incompleta

W Secundaria completa

Figura 3.2. Distribucion de los trabajadores de cultivos intensivos por el nivel educativo.

Maria Fernanda Simoniello
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Con referencia al acceso a cuidados de la salud, los sujetos del estudio utilizan los servicios de
Salud Publica (Hospitales provinciales y SAMCos). No poseen Obra Social ni revisten bajo
una ART de modo que no poseen controles ocupacionales. Solo seis trabajadores refirieron
haber concurrido a estos servicios sanitarios publicos por problemas generados por la
exposicion a plaguicidas.

Los habitos de los individuos de ambos grupos expuestos y del grupo control son presentados
en la Tabla 3.1, donde se puede observar que no se hallaron diferencias estadisticamente

significativas ni en el habito de fumar ni en el consumo de alcohol entre ambas poblaciones.

Tabla 3.1. Categorizacion de los trabajadores y controles en funcion de los habitos de fumar y

consumir alcohol (n 'y %) y comparacion estadistica entre ambas poblaciones.

Parametros  Controles Trabajadores Valor de P

(n=105) (n=112) (U-Test)

Fuma (n) (%)
Si 17 (16) 15 (13) 0,875

No 88 (84) 97 (87)

Alcohol (n) (%)
Si 55 (52) 61 (54) 0,667

No 50 (48) 51 (56)

3.4.2. Analisis de datos laborales de los trabajadores rurales y aplicadores

De los 105 trabajadores incluidos en la evaluacion, 53 eran aplicadores (expuestos directos) y
59 eran trabajadores rurales que realizaban otras tareas diferentes a la pulverizacion de

plaguicidas (expuestos indirectos) (Figura 3.3)
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Exposicion ocupacional a los Agroquimicos.
Evaluacion del Dafio Genético y su relacién con Procesos de Estrés Oxidativo.

Distribucion entre Trabajadores
ruralesy Aplicadores

m Trabajadores rurales

m Aplicadores

Figura 3.3. Distribucion de los trabajadores de cultivos intensivos

en funcidn de las tareas realizadas.

La antigliedad laboral de los expuestos indirectos fue del 10,27 + 7,80 afios, y de 19,15 £
10,26 afios para los expuestos directos, siendo en todos los casos la jornada laboral minima de
8 horas (Figura 3.4).

77 26101
o
78

Antiguedad Laboral

| 5

T T
T. RURALES APLICADORES
Fumiga

Figura 3.4. Grafico comparativo (Box-Plots) entre trabajadores rurales
y aplicadores respecto a la antigiiedad laboral.

Al analizar los datos referidos al uso de equipo de proteccion personal, se observa que ningdn
trabajador o aplicador utiliza el equipo de manera adecuada. ElI 75% no usa ningln tipo de

proteccion, y solo el 13% utiliza al menos 2 elementos para protegerse (Figura 3.5).
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Uso de Equipo de Proteccion Personal

9;9% 4;4% [0:0%
2;2% m Mo Usa
W Ropa Especial
0; 0% W Botas
m Guantes

M Botas y Guantes

W Ropa y Botas

EPP completo

Figura 3.5. Distribucion de los trabajadores de cultivos intensivos
en funcién del uso de equipo de proteccion personal.

Si se realiza el andlisis utilizando el tipo de tarea como factor, se observa que solo utilizan
proteccion los aplicadores mientras que el 100% de los trabajadores rurales no usa ningun
EPP.

En relacién al conocimiento del tipo de producto quimico con el que se encuentran trabajando,
cuando se consulté a los aplicadores si conocian las sustancias que utilizaban para pulverizar,
el 42% respondié no conocer y no pudo dar ningin nombre de los plaguicidas empleados
(Figura 3.6).

Aplicadores segun conoce o no los
plaguicidas

m Conoce Plaguicidas

B No Conoce lo que aplica

Figura 3.6. Distribucion de los trabajadores de cultivos intensivos
en funcidn del conocimiento de los plaguicidas empleados.

Para conocer los plaguicidas empleados en el area de estudio, se recurrié a las encuestas y en
los casos en que los trabajadores desconocian el producto que utilizaban, se les solicito acceso

al deposito donde guardaban los envases. Los pesticidas fueron clasificados de acuerdo a su
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accion sobre vectores especificos. Se detalla en cada caso el nimero de CAS, la clase quimica
a la que pertenecen y las evaluaciones realizadas por la IARC, U.S.EPA y la OMS para cada
uno (Tabla 3.2)

Tabla 3.2. Muestra los plaguicidas que utilizaron los aplicadores clasificados por su accién.

Pesticidas Compuestos NUmero CAS Clase Quimica IARC U.S.EPA OMS
Captan 133-06-2 Tioftalimida 3 Probable U
Cobre 7440-50-8 Cobre Inorganico NL D NL
Fungicida
Tiofanato metilo 23564-05-8 Benzimidazol NL  Probable U
Mancozeb 8018017 Ditiocarbamato- Zinc NL B2 U
Insectlc_:l_da— Clorpirifos 2921-88-2 Organofosforado NL E 1
Nematicida
Cipermetrina 67375-30-8 Piretroide NL C Il
Dimetoato 60-51-5 Organofosforado NL C Il
No
Endosulfan 115-29-7 Organoclorado NL 1
Probable
Imidacloprid 105827-78-9 Neonicotinoide NL E I
Insecticida Malation 121-75-5 Organofosforado 3 Sugerido I
Metamidofos 10265-92-6 Organofosforado NL E Ib
Clorfenapir 122453-73-0 Pirazol NL  Sugerido I
Paration 56-38-2 Organofosforado 3 C la
54774-45-7
Permetrina Piretroide 3 Sugerido Il
51877-74-8
Herbicida Glifosato 1071-83-6 Fosfonoglicina NL NL I

Evaluaciones de carcinogenicidad:

IARC (Agencia Internacional de investigacion de cancer)

Grupo 1: Conocido carcindgeno; Grupo 2a: Probable carcindégeno; Grupo 2b: Posible carcindgeno; Grupo 3: No clasificable como
carcindgeno datos incompletos o ambiguos; Grupo 4: Probablemente no carcinégeno NL: No Listado

Clasificacién de Carcinogenicidad US EPA

Entre 1986 y 1996: Grupo A: Conocido carcindgeno en humanos; Grupo B1: Probable carcinégeno humano; Grupo B2: Suficiente
evidencia de carcinogenicidad para animal de estudio; Grupo C: Posible carcinégeno humano; Grupo D: No clasificable como carcindgeno
humano; Grupo E: Evidencia de no-carcinogenicidad para humanos.

Entre 1996 y 1999: Conocidos/Probables carcindgenos; No se puede determinar; No probable

Desde 1999 al presente: Carcindgeno para humanos; Probable carcinégeno; Sugerido pero no suficiente para ser carcinégeno; Datos
inadecuados para ser carcindgeno; No probable.

Clasificacién de toxicidad aguda de la OMS: la: extremadamente peligroso Ib: altamente peligroso; 11: Moderadamente peligroso; 111:

levemente peligroso; U: Es poco probable produzca un peligro grave en el uso normal.
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Con el objeto de realizar un analisis exhaustivo de las mezclas de plaguicidas empleadas, se

tuvo en cuenta qué productos fueron utilizados durante los siete dias previos a la toma de

muestra en cada explotacion visitada. En la Tabla 3.3 se presentan las posibles mezclas a las

que los trabajadores en forma directa o indirecta estuvieron expuestos, para su posterior

analisis y discusion.

Tabla 3.3. Mezclas de plaguicidas utilizadas considerando la localidad de la explotacion y el

numero de trabajadores.

Nro. de Nrg. ae . -
Lugar trabajadores  Nombre comercial de los plaguicidas
Mezcla
expuesto
0 Prlc;'t%?ﬁ:é?ilco 10 Sin mencion de los productos utilizadoS
1 Monte Vera 11 Metamidofos-Cipermetrina-Clorpirifos
2 Angel 18 Cipermetrina-Clorpirifos- Sunfire (Clorfenapir)-
Gallardo Paration-Clorpirifos
3 Hospital 20 Terminator (Clorpirifos)-Kalibre (Cipermetrina)-
Protomédico Paration-Clorpirifos
Ataque (Cipermetrina)-Paration-Punto 70
(Imidacloprid)-Cercobin (Benzimidazol)-
4 Chaco Chico 16 Captan(Flusilazole+Carbendazim)-Dimetoato-Metafoz
(Metamidofoz)-Manzate (Mancozeb)-Kalibre
(Cipermetrina)
5 Recreo 18 Cipermetrina-Clorpirifos-Glifosato
6 Candioti 12 Dimetoato-Cipermetrina-Paration

3.4.3. Exploracién estadistica de los resultados de cada biomarcador.

3.4.3.1. Estadistica descriptiva de enzimas Colinesterasas

3.4.3.1.1. Actividad de Butirilcolinesterasa plasmatica en los trabajadores

En la Figura 3.7.a. se observa la distribucion para este biomarcador cuyo valor promedio fue
6374,39 + 1481 U I y su distribucion se ajusta a la normal (test K-S, P=0,588).
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Figura 3.7.a. Distribucion de los resultados obtenidos para BChE en los trabajadores de
cultivos intensivos (izquierda). b. Grafico comparativo (Box-Plots) entre trabajadores rurales y

aplicadores respecto a los resultados obtenidos de BChE (derecha).

Al utilizar el tipo de labor realizada como factor de andlisis, no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas (Test T, P=0,967). Los valores encontrados fueron de 6372,05
+ 1338 U I™* para los trabajadores rurales y 6805,93 + 1409 U | para los aplicadores (Figura
3.7.b).

3.4.3.1.2. Actividad de Acetilcolinesterasa eritrocitaria en los trabajadores

En la Figura 3.8.a. se observa la distribucion para AChE cuyo valor promedio fue 7086,18 +
1733 U I"* de eritrocitos, y su distribucién no se ajusta a la normal (test K-S, P=0,016). Al
utilizar el tipo de labor realizada como factor de andlisis, se hallaron diferencias
estadisticamente significativas (U-Test, P=0,017). Los valores hallados fueron: trabajadores
rurales 7526,02 + 1913 U I de eritrocitos y 6569,84 + 1341 U I de eritrocitos para los
aplicadores (Figura 3.8.b).
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Figura 3.8.a. Distribucidon de los resultados obtenidos para AChE en los trabajadores de
cultivos intensivos (izquierda). b. Grafico comparativo (Box-Plots) entre trabajadores rurales y

aplicadores respecto a los resultados obtenidos de AChE (derecha).

3.4.3.2. Estadistica descriptiva de los marcadores del Estado oxidativo
3.4.3.2.1. Actividad de Catalasa en los eritrocitos de los trabajadores

Dentro de los biomarcadores de estrés oxidativo, el valor promedio de la actividad de CAT fue
95,37 + 59,37 kU g * de Hb (Figura 3.9.a) y su comportamiento no se ajusta a una distribucién
normal (test K-S, P<0,01). La actividad de CAT en los trabajadores rurales fue de 116,10 +
71,50 kU g* de Hb, mientras que en los aplicadores fue de 71,37 + 36,98 kU g* de Hb
(Figura 3.9.b), por lo tanto, como se puede observar, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (U-Test, P= 0,127).
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Figura 3.9. a. Distribucion de los resultados obtenidos para la actividad de CAT en los
trabajadores de cultivos intensivos (izquierda). b. Grafico comparativo (Box-Plots) entre

trabajadores rurales y aplicadores respecto a los resultados obtenidos de CAT (derecha).

3.4.3.2.2. Medicion de lipido peroxidacion mediante TBARS en eritrocitos de
trabajadores
El valor promedio de TBARS fue de 162,54 + 44,94 nmol g * Hb. (Figura 3.10.a) con un
comportamiento se ajusta a una distribucién normal (test K-S, P= 0,382). Utilizando la
actividad laboral como factor, los valores obtenidos fueron: 139,70 + 32,03 y 188,98 + 43,49
nmol g Hb para indirectos y directos respectivamente (Figura 3.10.b). Las diferencias entre

ambos grupos fueron estadisticamente significativas (T-Test, P= 0,040).
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Figura 3.10. a. Distribucién de los resultados obtenidos para la medicion de TBARS en los
eritrocitos de los trabajadores de cultivos intensivos (izquierda). b. Grafico comparativo (Box-
Plots) entre trabajadores rurales y aplicadores respecto a los resultados obtenidos de TBARS
(derecha).

3.4.3.3. Estadistica descriptiva de los marcadores de Genotoxicidad
3.4.3.3.1. Ensayo Cometa en linfocitos de sangre periférica de los trabajadores

Cuando analizamos este biomarcador observamos que el valor promedio de IDEC del grupo
en estudio fue: 218,17 + 17,65 (Figura 3.11 a) y la distribucion no se ajust6 a la normal (Test
K-S, P=0,009). Los resultados obtenidos fueron 220,91 + 19,27 y 214,65 + 14,80, para los
expuestos indirectos y directos respectivamente (Figura 3.11.b), sin diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos (U-test; P=0,218).
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Figura 3.11. a. Distribucion de los resultados obtenidos para IDEC en los trabajadores de
cultivos intensivos (izquierda). b. Grafico comparativo (Box-Plots) entre trabajadores rurales y
aplicadores respecto a los resultados obtenidos de IDEC (derecha).

3.4.3.3.2. Ensayo de reparacion en linfocitos de sangre periférica de los

trabajadores

El andlisis de los resultados obtenidos en el Ensayo de Reparacion luego del dafio oxidativo in
vitro en los linfocitos de los trabajadores muestra el valor promedio de IDER: 220,04 + 20,17
(Figura 3.12 a) con una distribucion que se ajusté a la normal (Test K-S, P=0,168). Los
resultados obtenidos fueron 220,91 + 19,27 y 214,65 + 14,80, para los expuestos indirectos y
directos respectivamente (Figura 3.12 b), sin diferencias estadisticamente significativas entre
ambos (U-test; P=0,549).
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Figura 3.12. a. Distribucion de los resultados obtenidos para IDER en los trabajadores de
cultivos intensivos (izquierda). b. Grafico comparativo (Box-Plots) entre trabajadores rurales y

aplicadores respecto a los resultados obtenidos de IDER (derecha).

3.4.4. Estadistica bivariada aplicada a los biomarcadores en controles, trabajadores
rurales y aplicadores de cultivos intensivos

Con el objeto de reunir los datos mas relevantes obtenidos, a continuacion se presentan las
tablas que resumen los resultados de los biomarcadores utilizados en esta etapa tanto en la
poblacion expuesta como en la poblacidon control, considerando también el tipo de labor

realizada por los trabajadores como factor (Tablas 3.4, 3.5y 3.6).

Tabla 3.4. Valores promedio y desvio estandar de las actividades de Colinesterasas en los

controles, trabajadores rurales y aplicadores de cultivos intensivos.

Actividades de Colinesterasas
Controles (n=112) Trabajadores Rurales (n=59) Aplicadores (n=53)

(X£DE)
BChE (U I™)
6875,60+1257 6372,05+1338* 6805,93 + 1409
AChE (U I* de eritrocitos)
9303,98+1960 7526,02+1913* 6569,84+1341*

BChE y AChE: P<0,01 Anova, *P<0,01 Test de Dunnet

En la Tabla 3.4. se observa que los trabajadores rurales muestran una disminucion significativa
de la actividad de ambas enzimas cuando se los compara con la poblacion control (P<0,01;
Test de Dunnet). AChE disminuyd un 20% y BChE un 7,5% aproximadamente. En cambio en
los aplicadores solo disminuyé significativamente (30%) la AChE (P<0,01; Test de Dunnet).
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Tabla 3.5. Valores promedio y desvio estandar de los marcadores del Estado oxidativo en los

controles, trabajadores rurales y aplicadores de cultivos intensivos.

Parametros de
Controles  Trabajadores Rurales  Aplicadores
Estado oxidativo
(n=112) (n=59) (n=53)
(X+DE)

CAT
138,95+34,37 116,10 £ 71,50* 71,37 + 36,98*
(kU g'de Hb)

TBARS
141,58+34,46 139,70 + 32,03 188,98 + 43,49**
(nmol g~*de Hb)

CAT: P<0,01; Test de Kruskal-Wallis. *P<0,01 Test de Mann-Whitney.
TBARS: P<0,01; Anova. **P<0,01 Test de Dunnet.

Al analizar los biomarcadores de estado oxidativo en la Tabla 3.5 se observa un aumento
estadisticamente significativo para los niveles de TBARS (33%) en los aplicadores de
plaguicidas (Test de M-W, P<0,01), pero no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el grupo de trabajadores rurales (P > 0,05).

Al mismo tiempo, la reduccién de CAT fue del 48% en los aplicadores (Test de M-W, P<0,01)
y un 15% en los trabajadores rurales (Test de M-W, P >0,05) respecto a la poblacion control.

Tabla 3.6. Valores promedio y desvio estandar de los marcadores de Genotoxicidad en los

controles, trabajadores rurales y aplicadores de cultivos intensivos.

Parametros de

Genotoxicidad Controles (n=112) Trabajadores Rurales (n=59) Aplicadores (n=53)
(X+DE)
Ensayo Cometa (IDEC) 138,95+34,37 220,91+£19,27* 214,65+14,80*
Ensayo de Reparacion (IDER) 141,58+34,46 223,35+19,64* 216,51+20,35*

IDEC e IDER: P<0,01 Test de Kruskal-Wallis, P<0,01 Anova, *P<0,01 Test de Dunnet

En la Tabla 3.6 se analizan los biomarcadores de genotoxicidad. Previo a la realizacion del EC
se evaluo la viabilidad y se expreso en funcion del porcentaje de células viables, dando como
resultado que todas las muestras mostraron una viabilidad celular superior al 95 %. El anélisis
de los valores obtenidos para los marcadores de Genotoxicidad: Ensayo Cometa y Ensayo de
Reparacion (Tabla 3.6), mostrd un aumento estadisticamente significativo de IDEC e IDER
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(Test de Dunnet, P<0,01) en ambos grupos expuestos (trabajadores rurales y aplicadores)

cuando se los comparo con el grupo control.

3.4.5. Andlisis de la influencia de los factores de confusion sobre los biomarcadores

Tabla 3.7. BChE, AChE, CAT, TBARS, IDEC e IDER, en aplicadores de plaguicidas

estratificados por factores de confusion.

Parametros n BChE AChE CAT TBARS IDEC IDER
(X+DE) (X+DE) (X+DE) (X+DE) (X+DE) (X+DE)
Edad (afios)
<35 34 6927,29+1383 6825,66:1909 86,96+68,64 183,10459,14 209,40+14,83 213,58+24,85
235 19 6462,50+1484 6479,55+1098 65,01+70,31 191,37+£36,41 216,58+14,46 217,52+18,50
Género
Femenino 11 6425,75+2601 6539,25+293 68.57+63.75 199.08+34.04  224,75+14,15 219,00+9,00
Masculino 42 6842,14+1291 6572,76+£1402 60.91+61.65 193.00+43.40  213,76+14,60 216,26+21,00
Fuma
Si 9 6686,55+1894 6167,44+967 71,65+74,81 199,40+22,58  216,10+12,34 217,16+19,06
No 44 6834,97+1296 6667,72+1410 69,86+34,26 187,02+46,39  209,00+22,16 213,77+25,16
Alcohol
Si 33 6762,20+1417 6609,14+1535 54,90+53,46 182,75+46,54  215,05+15,38 218,82+22,49
No 20 6929,83+1438 6458,50+519  133,14+90,94**  212,28+1554  213,75+13,32 209,9148,71
Antiguedad
laboral (afios)
<10
44 7096,12+1404 6762,00£1859 69,44+53,86 178,34+46,48 203,00+11,68 205,92+21,77
>10
15 6069,30+1168* 6494,15+1100 72,26+76,80 193,89+42,07 219,33+13,29**  220,66+18,30*
EPP
Si 26 6733,88+1305 7014,60+£1565 65,741+59,95 161,82+40,37  210,38+14,64 221,00+22,04
No 27 6899,60+1562 6227,73+1046 81,01+65,85 204,82+37,56*  220,35+13,16* 213,03+18,20*

BChE (U L™); AChE (U L™ eritrociros); CAT (kU g* Hb); TBARS Assay (nmol g* Hb); Ensayo Cometa

(IDEC);Ensayo de Reparacion (IDER). *P: <0,05; **P: <0,01 (Mann-Whitney Test)
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El analisis de la Tabla 3.7 muestra que no se observan diferencias estadisticamente
significativas en relacion con los factores de confusién como edad, género y tabaquismo en los
distintos biomarcadores para el grupo de aplicadores. ElI consumo de alcohol presenta
diferencias estadisticamente significativas para la enzima CAT (P=0,001). Cuando se evalta
como factor la antigiedad laboral, las diferencias estadisticamente significativas fueron
encontradas para BChE (P=0,024), IDEC (P=0,001) e IDER (P=0,032).

Debido a que ningun trabajador utiliza adecuadamente el EPP y un 75% de los trabajadores no
utilizan ninguna proteccion (guantes, mascaras de respiracion, gafas, ropa protectora, botas,
etc.), se ha considerado que han utilizado alguna medida protectora cuando al menos un
elemento de proteccidn estuvo presente. Cuando se utiliza como factor de comparacion el uso
de EPP se observan diferencias estadisticamente significativas para IDEC (P=0,022), IDER
(P=0,023) y TBARS (P=0,007) utilizando el U-Test.
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Tabla 3.8. BChE, AChE, CAT, TBARS, IDEC e IDER, en trabajadores rurales estratificados

por factores de confusion.

Parametros n BChE AChE CAT TBARS IDEC IDER
(X+DE) (X+DE) (X+DE) (X+DE) (X+DE) (X+DE)

Edad

<35 17 6664,47+1337 7164,42+1846 143,00+90,23 139,78+33,08 216,45+17,72 218,38+20,09

235 42 5506,64+1295 8244,94+1621 69,03+82,23* 139,56+30,45 231,76+19,30* 226,29+13,95

Género

Femenino 39 5834,10+1416 7111,41+1580 109,89+91,41 149,51+31,72 214,94+14,21 216,94+18,50

Masculino 20 5852,25+1403 8186,25+2124 126,92+99,59 122,54+2521 232,40+22,91 227,90+17,52

Fuma

Si 6 5749,07+£1421 7374,52+1834 116,01+107,08 140,21+32,08 218,72+16,97 219,94+18,58

No 53 6645,66+926 8370,00+1771 116,79+89,69 136,44+34,51 239,66+29,45 227,00+21,07

Alcohol

Si 28 5726,35+1667 7371,16+1397 117,80+93,26 130,11+27,44 217,50+16,90 219,83+16,45

No 31 5966,35+1043 7591,57+2249 114,93+106,40 146,34+33,77 224,53+21,42 221,57+21,31

Antiguedad

laboral

(afios)

<10 44 5648,13+1380 7124,84+183 112,70+98,84 146,57+32,60 215,43+16,14 217,97+18,90

>10 15 6403,80+1344 8505,19+1447* 124,22+101,02 123,30+24,62 236,80+19,56** 228,53+16,50

BChE (U L™); AChE (U L™ eritrociros); CAT (kU g* Hb); TBARS Assay (nmol g* Hb); Ensayo Cometa
(IDEC);Ensayo de Reparacion (IDER). *P: <0,05 **P: <0,01 (Mann-Whitney Test)

Al analizar los datos relacionados con los trabajadores rurales (expuestos indirectos), no se

encuentran diferencias estadisticamente significativas (P>0,05) respecto a género, habito de

fumar y consumo de alcohol, encontrando este tipo de diferencias respecto a la edad para
IDEC (P=0,013) y CAT (P=0,025), para AChE (P=0,014) e IDEC (P=0,001) respecto a la
antiguedad laboral (Tabla 3.8).
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3.4.6. Evaluacion de las mezclas de plaguicidas empleadas y su influencia sobre los

biomarcadores

Los resultados obtenidos para cada uno de los biomarcadores fueron analizados en funcién de

las mezclas que utilizaron los trabajadores durante la Ultima semana previa a la toma de

muestra (Tabla 3.9), ya sea en forma de mezcla compleja o de aplicacion consecutiva. Las

diferencias entre los distintos agrupamientos fueron analizados mediante el Test de K-W.

Tabla 3.9. Evaluacion de las mezclas de plaguicidas empleadas y su influencia sobre BChE,

AChE, CAT, TBARS, IDEC e IDER.

Mezcla 1 Mezcla 2 Mezcla 3 Mezcla 4 Mezcla 5 Mezcla 6 p*
BChE  6269,6+ 1540 6642,5+1373 7346,3+955 5928,3+941 5548,1+1727 6368,9+1418 0,003
AChE  6241,6+193 6779,64806 6429,6+978 9062,9+1546 7173,5+1748 6092,9+888 <0,001
CAT 33,53£20,15  83,83+27,32 56,33t+58,68 110,95+101,0 88,76+38,31 108,07+101,08 0,159
TBARS 180,76+22,28 198,09+26,72 207,42+35,63 123,76+21,93 118,03+21,13 165,76+26,21 <0,001
IDEC 200,00+2,68 185,75+7,28 218,15+12,46 244,56+12,70 214,50+10,67 205,58+8,81 <0,001
IDER 199,60+18,46  198,75+3,53 218,50+17,92 236,12+8,58 223,17+18,06 202,91+17,03 <0,001

*P: Test de Kruskal-Wallis

En el anélisis de la Tabla 3.9 podemos observar que existen diferencias estadisticamente

significativas para los distintos marcadores excepto para CAT.

Las siguientes graficas de box-plots nos muestran el grado de dispersion de los datos, la

mediana y el rango intercuartil debido al efecto de las mezclas de pesticidas sobre los

siguientes marcadores: AChE, BChE, IDEC y TBARS.
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Figura 3.13. Box-plots debido al efecto de las mezclas de pesticidas sobre los siguientes
marcadores: BChE, AChE, IDEC y TBARS.

3.4.7. Evaluacion de correlaciones entre las variables cuantitativas

Para evaluar la relacion existente entre las variables cuantitativas se utilizé el analisis de

correlacion de Spearman.

En la Tabla 3.10 se resumen las correlaciones (Rho de Spearman) entre todos los
biomarcadores aplicados. Las correlaciones entre IDEC e IDER fueron altamente
significativas (0,924) y ambas ademas correlacionaron con AChE (-0,355 y -0,370), con BChE
(-0,184 y -0,199) y con CAT (0,560 y 0,582). AChE correlaciond con todas las variables (con
IDEC -0,355, con IDER -0,370, con BChE 0,192, con CAT 0,236 y con TBARS -0,255).

Ademas, las variables de estado oxidativo correlacionaron entre si (-0,364).
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Tabla 3.10. Andlisis de correlaciones de Spearman de los diferentes biomarcadores en el

grupo de trabajadores y controles (n=217).

Correlaciones

IDEC IDER AChE BChE CAT TBARS
Rho de Spearman  IDEC Coeficiente de

correlacion 1,000 ,924*4 -,355** -,184*4 -,560%4 ,024

Sig. (bilateral) . ,000 ,000 ,007 ,000 741

N 217 217 217 217 217 217
IDER Coeficiente de . "

correlacion ,924*4 1,000 -,370%% -,199 -,582%% ,031

Sig. (bilateral) ,000 . ,000 ,003 ,000 ,665

N 217 217 217 217 217 217
AChE Coeficiente de

correlacion -,355%4 -,370%% 1,000 ,192*4 ,236*% -,255*4

Sig. (bilateral) ,000 ,000 . ,004 ,001 ,000

N 217 217 217 217 217 217
BChE Coeficiente de

correlacion -,184*4 -,199%% ,192%4 1,000 ,038 ,002

Sig. (bilateral) ,007 ,003 ,004 . ,599 ,975

N 217 217 217 217 217 217
CAT Coeficiente de

correlacion -,560%4 -,582%% ,236*4 ,038 1,000 -,364*4

Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,001 ,599 . ,000

N 217 217 217 217 217 217
TBARS Coeficiente de

correlacion ,024 ,031 -,255%* ,002 -,364*% 1,000

Sig. (bilateral) 741 ,665 ,000 ,975 ,000 .

N 217 217 217 217 217 217

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

3.4.8. Estadistica Multivariada aplicada a las variables cualitativas y cuantitativas

Las variables cuantitativas fueron dicotomizadas (0 y 1). Se escogié como criterio de
dicotomizacion: O para los valores menores de la mediana y 1 para los valores que superaban
la mediana.

Con las variables, tanto cualitativas como cuantitativas dicotomizadas se realiz6 la matriz de
similaridad para observar la relacion entre todas las variables. Finalmente se construyd un
grafico que permite visualizar la vecindad de las variables en el espacio, a través de un plano
que el Software selecciona como representativo.

Las abreviaturas consideradas para construir la matriz de similaridad fueron: Dir: expuestos
directos, Ind: expuestos indirectos, M: masculino, F: femenino, RI: residencia cercana a los
cultivos, Rh: residencia mas alejada de los cultivos, Al: menor edad, Ah: mayor edad, Pco:
primaria completa, Pin: primaria incompleta, Hco: secundaria completa, Hin: secundaria
incompleta, DUI: menor antigiiedad laboral, Duh: mayor antigiiedad laboral, PRE: prepara el
caldo, PPE: equipo de proteccion personal, Tih: mayor tiempo en la jornada laboral, Til:
menor tiempo de jornada laboral, noSM: no fuma, SM: fuma, ALC: consume alcohol
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frecuentemente, noAL: no consume alcohol frecuentemente, ACh: valores elevados de AChE,
ACI: valores bajos de AChE, CAl: valores bajos de EC, CAh: valores elevados de EC, EOh:

valores alterados en los pardmetros de estrés oxidativo, EOI: valores no alterados en los
parametros de estrés oxidativo.

Tabla 3.11. Matriz de similaridad considerando las variables cualitativas y las cuantitativas
dicotomizadas.

Dir Ind M F RI Rh Al Ah Pco Pin Hco Hin DUl DUh PRE PPE Tlh TIl noSM SM ALC noAL ACh AClI CAl CAh EOh EOI

Dir | 1.00

Ind | 0.02 1.00

M | 0.55 0.44 1.00

F | 042 0.59 0.03 1.00

RI | 0.50 0.52 0.52 0.48 1.00
Rh | 0.50 0.48 0.48 0.52 0.00 1.00
Al | 0.63 0.39 0.45 0.55 0.66 0.34 1.00

Ah | 038 0.61 0.55 0.45 0.34 0.66 0.00 1.00

Pco | 0.4170.58 0.48 0.48 0.50 0.50 0.34 0.66 1.00

Pin | 0.59 0.42 0.52 0.52 0.50 0.50 0.66 0.34 0.00 1.00

Hco | 0.55 0.44 0.53 0.47 0.33 0.67 0.61 0.39 0.48 0.52 1.00

Hin | 0.55 0.47 0.53 0.47 0.27 0.73 0.52 0.48 0.52 0.48 0.72 1.00

DUl | 0.53 0.48 0.48 0.52 0.53 0.47 0.59 0.41 0.50 0.50 0.73 0.55 1.00

DUh | 0.47 0.52 0.52 0.48 0.47 0.53 0.41 0.59 0.50 0.50 0.27 0.45 0.00 1.00

PRE | 0.86 0.16 0.56 0.44 0.52 0.48 0.64 0.36 0.36 0.64 0.50 0.53 0.42 0.58 1.00

PPE | 0.81 0.20 0.55 0.45 0.41 0.59 0.66 0.34 0.41 0.59 0.70 0.73 0.53 0.47 0.80 1.00

Tih | 0.80 0.22 0.56 0.44 0.36 0.64 0.55 0.45 0.45 0.55 0.66 0.69 0.55 0.45 0.78 0.86 1.00

TIl | 0.69 0.33 0.52 0.48 0.38 0.63 0.69 0.31 0.31 0.69 0.83 0.80 0.63 0.38 0.67 0.84 0.73 1.00
noSM | 0.69 0.33 0.55 0.45 0.44 0.56 0.66 0.34 0.38 0.63 0.73 0.73 0.63 0.38 0.64 0.72 0.70 0.88 1.00
SM | 0.31 0.67 0.45 0.55 0.56 0.44 0.34 0.66 0.63 0.38 0.27 0.27 0.38 0.63 0.36 0.28 0.30 0.13 0.00 1.00

ALC | 0.61 0.41 0.59 0.44 0.70 0.30 0.52 0.48 0.61 0.39 0.38 0.50 0.55 0.45 0.63 0.58 0.63 0.48 0.58 0.42 1.00

noAL | 0.39 0.59 0.41 0.56 0.30 0.70 0.48 0.52 0.39 0.61 0.63 0.50 0.45 0.55 0.38 0.42 0.38 0.52 0.42 0.58 0.00 1.00

ACh | 0.66 0.36 0.55 0.45 0.38 0.63 0.66 0.34 0.38 0.63 0.80 0.80 0.63 0.38 0.64 0.81 0.77 0.91 0.81 0.19 0.55 0.45 1.00

ACl | 0.34 Q.64 0.45 0.55 Q.63 0.38 0.34 0.66 0.63 0.38 0.20 0.20 0.38 0.63 0.36 0.19 0.23 0.09 0.19 0.81 0.45 0.55 0.00 1.00

CAl | 0.69 0.33 0.55 0.45 0.38 0.63 0.66 0.34 0.34 0.66 0.77 0.70 0.69 0.31 0.640.78 0.77 0.84 0.78 0.22 0.48 0.52_0.78 0.22 1.00

CAh | 0.31 0.67 0.45 0.55 0.63 0.38 0.34 0.66 0.66 0.34 0.23 0.30 0.31 0.69 0.36 0.22 0.23 0.16 0.22 0.78 0.52 0.48 0.22 0.78 0.00 1.00

EOh | 0.42 0.56 0.47 0.53 Q.67 0.33 0.36 Q.64 0.64 0.36 0.19 0.22 0.33 0.67 0.44 0.23 0.31 0.11 0.23 Q77 0.59 0.41 0.14 0.86 0.17 Q.83 1.00

EOI | 0.58 0.44 0.53 0.47 0.33 0.67 0.64 0.36 0.36 0.64 0.81 0.78 0.67 0.33 0.56 0.77 0.69 0.89 0.77 0.23 0.41 0.590.86 0.14 0.83 0.17 0.00 1.00

Dir: Direct exposed, Ind: Indirect exposed, M: male, F: female, RI: distance from their residence (low), Rh: distance from their residence (high), Al: age (low), Ah: age (high), Pco: primary
school complete, Pin: primary school incomplete, Hco: High school complete, Hin: High school incomplete, DUI: duration of work (low), DUh: duration of work (high), PRE: pesticide mixture
maker, PPE : protection personal equipment Tih: time or hours worked (high), Til: time or hours worked (low), noSM: no smoker, SM: smoker, ALC: alcohol consumer, noAL: noalcohol

consumer, ACh: AChE activity (high), ACl: AChE activity (low), CAl: Comet assay (low), CAh: Comet Assay (high), EOh: Oxidative Stress (high), EOI: Oxidative Stress (low). NTSYSpc 2.1
statically software.

Analizando la Tabla 3.11, es posible encontrar similaridades entre los aplicadores (Dir) con
otras variables: los que preparan el caldo (Pre=0,86), los que usan EPP (0,81), aquellos que
trabajan mas horas por dia (Tih=0,80), quienes son mas jovenes (Al=0,63), los que se
relacionan mas con una escolaridad primaria incompleta (Pin=0,59) con no fumar
(noSM=0,69), y con el consumo de alcohol (ALC=0,61).

Los trabajadores rurales (Ind) se correlacionan mas fuertemente con una mayor edad
(Ah=0,61), con el género femenino (F=0,59), con el habito de fumar (SM=0,67) y de no
consumir alcohol (noAL=0,59). EPP (en la tabla PPE) se correlaciona con la escolaridad
secundaria (Hco=0,70 y Hin=0,73) y ademas los trabajadores que lo usan son los que preparan
las mezclas (PRE=0,80).

Cuando analizamos los resultados de los biomarcadores, AChE baja (ACI) se correlaciona con
el habito de fumar (SM=0,81), con una edad mayor (Ah=0,66), mayor tiempo de residencia
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(Rh=0,63), y con la poblacion de trabajadores rurales (Ind=0,64). Si observamos EC con
valores mas altos (CAh), tiene relacion con el habito de fumar (SM=0,78), con mayor jornada
laboral (Tih=0,77), con la antigiiedad laboral (DUh=0,69) y en mayor grado con los expuestos
indirectos (Ind=0,67).

Los resultados para el Estado oxidativo, considerando los casos con ambos biomarcadores
(CAT y TBARS) alterados (EOh), se correlacionan con valores elevados de EC (CAh=0,83) y
bajos de Colinesterasa (ACI=0,86), con el héabito de fumar (SM=0,77), con la antigiiedad
laboral (Duh=0,67), la edad (Ah=0,64) y la corta distancia entre el hogar y los cultivos
(RI=0,67).

La Figura 3.14 muestra la dispersion de los puntos que representan a todas las variables
evaluadas. El plano donde se representan las variables son las dos coordenadas o ejes que mas
contribuyen estadisticamente en esta evaluacion. La dispersion de las variables en este plano
muestra las distancias entre los puntos que representan las similaridades entre las variables

tanto cualitativas como cuantitativas.
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Figura 3.14. Matriz de dispersion de las variables cualitativas y cuantitativas dicotomizadas
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3.4.9. Odds Ratio para los biomarcadores considerando los distintos factores de riesgo

En estudios de casos y controles, Odds Ratio (OR) o también en ocasiones traducido como
razon de los productos cruzados, permite reconocer diferentes parametros como factores de
riesgo o de proteccion de una exposicion, ademés de identificar la magnitud o fuerza de la
asociacion, lo que permite hacer comparaciones. En este trabajo de Tesis se procuro evaluar la
influencia de los factores como exposicion, genero, edad, habito de fumar o de consumir
alcohol, escolaridad, tiempo de residencia y las tareas realizadas por los trabajadores como
fumigar, el uso de EPP y la antigliedad laboral, sobre la inhibicion de actividad de las enzimas
colinesterasas, IDEC como marcador de genotoxicidad y TBARS como marcador de estado

oxidativo, utilizando los OR.

Tabla 3.12. Andlisis de las tablas de contingencia simples (2x2) para obtener el Odds Ratio
(OR) con un Intervalo de Confianza (IC) del 95%.

Parédmetros BChE AChE IDEC TBARS
(RR, IC) (RR, IC) (RR, IC) (RR, IC)
Exposicion 1,70 (1,03-3,02) 10,81 (4,69-25,61) 60,50 (13,67-373,69) 1,70 (1,02-3,16)
Género 2,69 (0,98-6,58) 0,41(0,95-2,24) 0,67 (0,28-1,58) 1,14 (0,42-3,10)
Edad 0,32 (0,13-0,77) 0,71 (0,31-1,64) 2,67 (1,13-6,37) 1,80 (0,68-4,75)
Fuma 0,73 (0,22-2,47) 0,88 (0,26-2,95) 0,56 (0,16-1,91) 2,00 (0,48-8,79)
Alcohol 0,99 (0,42-2,32) 1,44 (0,61-3,39) 1,49 (0,63-3,51) 1,35 (0,48-3,80)
Escolaridad 0,56 (0,22-1,42) 1,10 (0,44-2,76) 0,32(0,12-0,83) 0,88 (0,90-2,94)

Tiempo Residencia

0,35 (0,15-0,83)

1,04 (0,45-2,40)

2,88 (1,21-6,90)

1,22 (0,47-3,17)

Fumiga

0,42 (0,18-0,99)

2,67 (1,12-6,41)

1,15 (0,49-2,68)

3,79 (1,38-10,62)

Uso de EPP

1,19 (0,43-3,32)

0,51 (0,18-1,42)

3,00 (1,03-8,93)

0,24(0,07-0,75)

Antigiledad Laboral 0,42 (0,18-0,98) 0,56 (0,24-1,30) 4,98 (2,00-12,62) 0,83 (0,32-2,15)

En la tabla 3.12 se evaluaron en el factor exposicién todas las personas que participaron del
estudio y se las categorizd segun fueran trabajadores o controles. Los siguientes factores
analizados se realizaron solo sobre los trabajadores considerando aquellos que podian generar
un aumento en el riesgo. Se marcaron los intervalos mayores a uno y que muestran un

incremento de OR del biomarcador, al considerar distintas predisponentes de exposicion.
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3.5. Discusion de los resultados del Capitulo

En este trabajo de Tesis, se seleccionaron dos poblaciones, una expuesta laboralmente a
plaguicidas (n=105) y una poblacion control (n=112), que no estaba expuesta de forma laboral
a plaguicidas pero que pertenecian al mismo lugar geogréfico, con condiciones socioculturales
similares. Al analizar las poblaciones de trabajadores y de controles es posible observar que no
existen diferencias estadisticamente significativas en el perfil de la muestra al comparar por
género (P=0.997), edad (P=0,763), los habitos de fumar (P=0,875) y de consumir alcohol
(P=0,667). Al evaluar aspectos sociales de los trabajadores como la escolaridad, los
trabajadores presentaron escolaridad primaria completa o incompleta y solo el 26% tuvo
acceso a educacion secundaria. Ningun trabajador alcanzé el nivel terciario o universitario. Se
podria inferir que los trabajadores podrian tener un limitado acceso a la informacion y a los
adelantos tecnolégicos. Todos los trabajadores incluidos vivian cerca de los campos donde se
aplicaban los pesticidas, con inadecuadas instalaciones sanitarias y sin agua potable lo que

podria relacionarse con un mayor tiempo de exposicion.

Aunque varios estudios han informado que los aplicadores de plaguicidas (exposicion directa)
representan el grupo mas expuesto de los trabajadores agricolas (Bolognesi, 2003), en nuestro
estudio, los no-aplicadores o trabajadores rurales (exposicion indirecta) fueron incluidos en el
grupo expuesto, porgue estuvieron presentes durante todas las actividades de trabajo, inclusive
las aplicaciones de plaguicidas. Algunos informes consideran la exposicion para-ocupacional,
que podria estar presente en este grupo evaluado, ya que los agroguimicos se mueven desde el
lugar de trabajo hacia los entornos residenciales a traves de las actividades de los trabajadores
agricolas (Curl y col., 2002). De este modo, los plaguicidas pueden ser transportados en los
cuerpos de los trabajadores, la ropa, el calzado, para acumularse luego en el hogar o vivienda.

Al evaluar las caracteristicas laborales de ambos grupos de trabajadores, se observé una mayor
antigliedad laboral en los expuestos directos o aplicadores respecto a los expuestos indirectos.
Esto puede estar relacionado con las caracteristicas de trabajadores temporales de unos y de

medieros de otros ya comentados en la introduccion de este capitulo.

De las encuestas surge ademas, que ningun aplicador utiliza el equipo de proteccion completo
y un 75 % no usa ningun tipo de proteccién. En la encuesta realizada por Souza-Casandinho y
Bocero (2008) con los aplicadores horticolas de la provincia de Buenos Aires, se enumeran las
posibles causas de la falta de EPP que se relacionan con el costo del equipo, la incomodidad
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que produce su uso y la sensacion de “experiencia” acumulada de como manejar el riesgo. La
falta de proteccion y el desconocimiento de los agroquimicos aplicados (42 %) son
determinantes en la exposicion. Esto puede ser debido a que los aplicadores no son los
encargados de evaluar las practicas de proteccion de los cultivos contra las plagas, sino que es
una tarea destinada al productor (Souza-Casandinho, 2007). Es comun que los propios
involucrados desconozcan el peligro al que estan expuestos a través de los plaguicidas y no lo
asocien con factores negativos sobre su salud (Souza-Casadinho, 2003), existiendo ademas
una tendencia a la sobreutilizacion de dichos productos (Ringuelet y Laguens, 2000).

Ante la dificultad de acceder a asesores publicos o privados con quienes determinar de manera
objetiva las necesidades de aplicar un téxico, el productor debe confiar, a partir de vinculos
preexistentes, en los proveedores de insumos. Rodriguez y Lenardon (2007) hacen referencia
que en el corddn horticola santafesino, el 98 % de los productores adquiere los productos en
proveedores de la zona que, por lo general, también aconsejan sobre productos comerciales,

dosis y modalidades de aplicacion.

El 77 % de los pesticidas aplicados en el area son clasificados por la OMS como extremada,
alta y moderadamente peligrosos (Tabla 3.2). Este tipo de informacion provista en el marbete
del envase puede ser dificil de comprender, por lo que las personas encargadas de manejar los
plaguicidas transforman y adaptan la informacion que reciben a sus condiciones, en base a su
propia cultura y a sus experiencias pasadas. El problema puede agravarse cuando la etiqueta
no se halla presente, ya sea por la compra de plaguicidas fraccionados o por el deterioro

debido al almacenamiento bajo condiciones inadecuadas.

Por lo tanto, entre los determinantes de exposicion es posible considerar en este estudio las
vias probables de entrada (inhalacion y absorcion por la piel), generadas por la ausencia de
EPP adecuado, el tiempo de exposicion que se prolonga cotidianamente por la falta de
instalaciones sanitarias adecuadas y la duracion acumulada de la exposicion expresada en afos

de actividad laboral.

Como ya hemos mencionado, la medicion de la actividad de BChE es un marcador comin de
exposicion en pulverizadores de pesticidas, metodologicamente simple de ensayar y
ampliamente disponibles en laboratorios clinicos. En la Tabla 3.4 se observa que solo en los
trabajadores rurales esta disminuida significativamente la actividad de BChE respecto a la

poblacién control (P<0,01). Es posible que el grupo de trabajadores rurales, en particular de
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los cultivos horticolas, incremente su exposicion debido a la labor manual que implican estos
cultivos sin respetar el tiempo de reingreso al area fumigada (Rastogui y col., 2008;
Kachaiyaphum y col., 2010). BChE presenta fluctuaciones inter e intra individuales que se
reflejan en amplios margenes de normalidad habitualmente aceptados (Repetto, 1995);
pudiendo volver a la normalidad a las pocas semanas debido a que es rapidamente
reemplazada por nueva enzima sintetizada de novo en el higado (Ellenhorn y col., 1997).
Ademaés, después de una exposicion laboral moderada a veces hay un fenémeno de rebote que
resulta en niveles elevados (OEHHA, 2002).

Como consecuencia es importante determinar el valor basal de la actividad de las enzimas
colinesterasas o valor de referencia, ya que es el nivel contra el cual se deben cotejar todas las
determinaciones posteriores. Dado que el valor de referencia se determina antes de que el
empleado esté expuesto (pre-ocupacional) y el seguimiento periédico de las pruebas se
producen después de la exposicion, se supone que toda la inhibicion subsiguiente de la
actividad de la enzima se deberia solo a la exposicion a pesticidas. Todas las determinaciones
posteriores, deben interpretarse como un porcentaje de esta linea de base individual (OEHHA,
2002). La determinacidn basal de la actividad de las colinesterasas (recomendadas en Higiene
y en Toxicologia Ocupacional con el fin de analizar los porcentajes de inhibicién) son
logisticamente dificiles de concretar (Hofmann y col., 2010). En primer lugar, por la
inexistencia de los monitoreos pre-ocupacionales. En segundo término, sumado a la dificultad
de acceso a la poblacién, para las determinaciones basales es necesario que el trabajador no
haya estado expuesto a inhibidores de colinesterasas por lo menos por 30 dias (OEHHA, 2002)
requisito dificil de cumplir debido a las caracteristicas de rotacion de los cultivos horticolas.
Ademas de que ambos grupos estuvieron expuestos de manera diferente a las mezclas de
plaguicidas, en la interpretacion de los resultados de BChE es importante considerar que
pueden observarse diferentes perfiles de inhibicién de las colinesterasas en funcién de cada
pesticida en particular y por lo tanto de cada mezcla. Por ejemplo, malation y clorpirifos son
inhibidores preferenciales de BChE mientras que dimetoato es un inhibidor preferencial de
AChE (Carballo y col., 2011a).

La inhibicién de AChE se ha utilizado en poblaciones expuestas a OP y MC como marcador
de efecto. Diferentes investigaciones han reconocido el papel inestimable de la vigilancia de
AChE en los trabajadores rurales en alto riesgo de exposicion a estos pesticidas (Ranjbar y
col., 2002; Shadnia y col., 2005; Mc Cauley y col., 2006; Rastogi y col., 2009). En nuestro
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trabajo, de acuerdo con diferentes informes (Panemangalore y col., 1999; Ranjbar y col., 2002;
Singh y col., 2007), la AChE mostré una disminucién significativa en los trabajadores
expuestos directa e indirectamente a pesticidas (P<0,01en ambos, Tabla 3.4). A diferencia de
BChE, AChE es una enzima que presenta menor variabilidad intraindividual, no exhibe
diferencias entre los dos sexos, se mantiene estable durante el embarazo y hasta la fecha no se
conoce que posea polimorfismo genético interindividual, por lo que una actividad baja
corresponde siempre a una inhibicion, no a una forma atipica (Repetto, 1995). AChE o "la
colinesterasa verdadera”, es bioquimicamente igual que la enzima acetilcolinesterasa situada
en la sinapsis de la célula neuro-efectora. Se considera una medida mas precisa del nivel de
AChE real en los sitios de neuro-efectores ya que a menudo se deprime mas lentamente que
BChE por la exposicion a estas sustancias. La regeneracion de AChE es lenta y se produce
solo en las células eritropoyéticas de la médula 6sea, con su posterior entrada en la sangre
circulante (Abdollahi y col., 1996; Gordon y Rowsey, 1998).

Es bien sabido que los radicales libres juegan un papel importante en la toxicidad de los
plaguicidas y que éstos, pueden inducir estrés oxidativo que conduce a la generacion de
radicales libres y alteraciones de las enzimas antioxidantes (Banerjee y col., 1999). El estrés
oxidativo se refiere a la situacion de desequilibrio entre la produccion de radicales libres y de
las defensas antioxidantes y en humanos puede ser el resultado de una disminucion de los anti-
oxidantes o de un aumento de la produccion de especies reactivas del oxigeno conduciendo a
la peroxidacion lipidica, principalmente (Halliwell y Gutteridge, 1999).

La enzima CAT presente de forma ubicua en una amplia gama de células aeroébicas, se
encuentra en el higado, rifion y glébulos rojos y tiene mayor actividad en mamiferos
(Deisseroth y Dounce, 1970). Esta proteina soluble esta localizada en los eritrocitos, ya que
debe proteger a la hemoglobina de la peroxidacion. Algunos estudios han indicado que los
radicales superdxido pueden inhibir la actividad de CAT (Kono y Fridovich, 1982) y el
aumento de H,O, originado por la inhibicion de CAT podria inhibir la actividad de SOD,
convirtiendo ambos parametros en un indicativo de la velocidad de formacién de radicales
libres (Yu, 1994), y por lo tanto en un biomarcador de efecto en la exposicion de humanos a
pesticidas.

Los resultados del presente trabajo de Tesis indican que la actividad CAT disminuyo
significativamente en los aplicadores de plaguicidas y en los trabajadores rurales (P <0,01 en
ambos, Tabla 3.5). En eritrocitos de rata a las que se habia administrado Clorpirifos por el
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término de 28 dias, se observd también una disminucion significativa en la actividad CAT
(Mansour y Mossa, 2009). Los datos disponibles en animales de experimentacion, en
investigaciones in vitro (Gultekin y col., 2000.; Prashanti y col., 2005.; Seth y col., 2001.) y en
estudios in vivo (Ranjbar y col., 2002; Lépez y col., 2007) indican que las enzimas asociadas

con los mecanismos de defensa antioxidante cambian bajo la influencia de los plaguicidas.

Estas enzimas antioxidantes son las encargadas de eliminar eficientemente los radicales libres
y son en parte responsables de la proteccion contra la peroxidacion lipidica que puede estar
presente en la exposicion a plaguicidas (Banerjee y col., 1999).

Por lo tanto, el aumento del nivel de TBARS observado en este trabajo de Tesis en los
aplicadores de pesticidas (P<0,01; Tabla 3.5) podria ser debido a un aumento de la
peroxidaciéon de las membranas y/o a la actividad antioxidante disminuida, causado por la
exposicion a mezclas de plaguicidas. Diferentes OPs, tales como fosalona, clorpirifos y
diazindn, se han reportado para inducir estrés oxidativo como lo demuestra el incremento de la
produccién de MDA (Gultekin y col., 2000; Prakasam y col., 2001; Altuntas y col., 2003;
Catalgol y col., 2007). Algunos piretroides pueden afectar el flujo de membrana de los
eritrocitos debido a la peroxidacion lipidica aumentada (Kale y col., 1999, Gabbianelli y col.,
2002; Nasuti y col., 2003). Es probable que la produccién de O? o la accion directa de los
piretroides en la produccion de GPx sea la causa del dafio oxidativo (Prashanti y col., 2005; El
Demerdash, 2007). En particular un estudio conducido en Estados Unidos con trabajadores
expuestos a mezclas, que incluyé aplicadores, trabajadores rurales y controles (Kisby vy col.,
2009), al igual que en nuestro estudio, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la produccién de MDA en los aplicadores (valores 24 veces mas altos) y en

los trabajadores rurales (valores 4,9 veces mas altos).

Existe una amplia gama de métodos que se utilizan para la deteccion de efectos bioldgicos
tempranos causados por agentes que dafian el ADN en el ambiente laboral. La evaluacion de
biomarcadores de dafio genotdxico en humanos ocupacionalmente expuestos a pesticidas es
una de las maneras de establecer una relacion entre el riesgo de cancer y los plaguicidas
(Albertini y col., 2000; Faust y col., 2004).

Los resultados, a veces contradictorios, de los estudios citogenéticos reflejan la heterogeneidad
de las poblaciones respecto al modo de uso de los pesticidas y las condiciones de exposicion.
Algunos estudios demuestran un aumento en la frecuencia de AC (Dulout y col., 1985;

Kourakis y col., 1992; Carbonell y col., 1995; Lander y col., 2000; Paz-y-Mifio y col., 2002;
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Sailaja y col., 2006) y de MN en linfocitos de sangre periférica (Titenko-Holland y col., 1997,
Gbmez-Arroyo Yy col., 2000; Bolognesi y col., 1993 y 2002; Costa y col., 2006) en personas
expuestas a mezclas complejas de plaguicidas en comparacion con poblaciones control, en
tanto otras investigaciones se encuentran resultados negativos al realizar el mismo tipo de
comparaciones (Carbonell y col., 1990; Gomez-Arroyo y col., 1992; Hoyos y col., 1996;
Scarpato y col., 1996; Lucero y col., 2000; Pastor y col., 2001, a, b).

El Ensayo Cometa ha ganado aceptacion como una técnica estdndar de laboratorio para
evaluar el dafio del ADN y / o reparacion, y recientemente se ha convertido en un tema de
debate por su posible aplicacion dentro del actual marco regulador en las pruebas de
genotoxicidad (Burlinson y col.,, 2007). La aceptacibn como segunda prueba de
caracterizacion del dafio genotoxico en el caso del EC in vivo por las agencias reguladoras de
varios paises, estéa creciendo (COM, 2000, la FDA, 2006).

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis muestran un aumento estadisticamente
significativo en el indice de dafio en el ADN en trabajadores rurales y en aplicadores de
plaguicidas en comparacion con los controles (P<0,01 en ambos casos, Tabla 3.6). Ha sido
reportado un aumento similar estadisticamente significativo en el EC en trabajadores de la
produccién de plaguicidas (Garaj-Vrhovac y Zelijezic, 2000; Grover y col., 2003.) y en
aplicadores de plaguicidas (Lebailly y col., 1998, a,b). Por el contrario, fueron reportados
resultados negativos por Piperakis y col. (2003, 2006), en cultivadores de flores y hortalizas
expuestos laboralmente a pesticidas. Los datos anteriores sugieren que factores intrinsecos y
extrinsecos podrian estar involucrados en el efecto de los plaguicidas sobre el material
genético y apoyar asi la pertinencia de monitoreo de poblaciones especificas para determinar
el potencial dafio genotoxico producido por estos productos quimicos (Castillo-Cadena y col.,
2006).

Por otra parte, el IDER de ambos grupos expuestos mostré diferencias estadisticamente
significativas respecto a los controles (P<0,001 en ambos casos, Tabla 3.6). Cabe recordar que
la funcion del ensayo es evaluar los procesos de reparacidon puestos en juego para inhibir el
dafio generado por el H,O;, en el ADN in vitro (Klein y col., 1981). Asi, el dafio oxidativo
generado al ADN se mantiene en un estado de equilibrio dindmico por la presencia de las
defensas antioxidantes, que controlan el ingreso de dafio y la posterior reparacion del ADN
celular en un medio adecuado, lo que elimina el dafio producido. En el presente trabajo, los
grupos expuestos no mostraron diferencias estadisticamente significativas en el dafio del ADN
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antes y después del proceso de reparacion, IDEC vs. IDER, ocurriendo el mismo fenémeno
para los controles (Tabla 3.6).

Palus y col. (1999) informaron una reduccion significativa en el namero de células con dafio al
ADN después de un proceso de 1 h de reparacion en los trabajadores de una fabrica de
muebles de madera y Piperakis y col. (2003, 2006) observaron que la eficacia de la reparacion
fue similar en los trabajadores expuestos a plaguicidas y los controles, concordando con

nuestros hallazgos.

En las Tablas 3.7 y 3.8 se resume la influencia de los factores de confusion sobre BChE,
AChE, CAT, TBARS IDEC e IDER en trabajadores rurales y aplicadores de plaguicidas.

Realizaremos la interpretacion de los resultados considerando cada factor.

Edad: En los aplicadores de pesticidas no se observan diferencias estadisticamente
significativas al estratificar los datos en funcion de la edad en ninguno de los biomarcadores
analizados. En los trabajadores rurales si se observan diferencias estadisticamente
significativas en IDEC y CAT utilizando edad como factor de confusion. En general, la edad
del individuo parece tener poco efecto en el promedio del nivel basal de dafio en el ADN. Una
observacién interesante realizada por Singh y col. (1990) sugiere que las células de las
personas mayores tienen menos resistencia al dafio del ADN por la exposicion a rayos-X en un
modelo ex vivo. Esto explica que el muestreo y el procesamiento de las muestras de sangre
pueden producir dafio oxidativo y que este es un factor determinante para el nivel de dafio en
el ADN, siendo méas importante en las personas mayores que en individuos mas jovenes.
Ademas los efectos nocivos producidos por los radicales libres de manera azarosa durante el
metabolismo aerdbico pueden causan dafios en el ADN, los lipidos y proteinas y estos efectos
se acumulan con el tiempo (Valko y col., 2007).

Geénero: La gran mayoria de los estudios de biomonitoreo publicados consisten en individuos
de ambos sexos. Rutinariamente se lleva a cabo el analisis estadistico para evaluar cualquier
diferencia entre los sexos en las poblaciones estudiadas. En general, el efecto de género ha
sido considerado como un asunto de controversias (Moller y col., 2000). En este trabajo de
Tesis, no se observan diferencias estadisticamente significativas al estratificar los datos en

funcién del género en ninguno de los biomarcadores analizados en ambos grupos expuestos.

Habito de fumar: es posible especular que el insuficiente nimero de personas con el habito de

fumar en esta poblacion (13 %) puede ser un factor subyacente que puede explicar los
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resultados negativos del consumo de tabaco en todos los biomarcadores analizados. Los
resultados negativos utilizando el habito de fumar como factor de confusion, pueden ser
debido a una serie de consideraciones tales como, el tiempo de exposicion, el nimero de
cigarrillos fumados por dia, el tipo de tabaco utilizado para fumar, y la presencia del habito de

fumar como un factor de confusion o como exposicion principal (Valverde y Rojas, 2009).

Habito de consumir alcohol: El consumo de vino o bebidas alcohélicas en adultos es un

comportamiento frecuente en todo el mundo y el consumo excesivo de alcohol se ha asociado
con diferentes patologias. La oxidacion del etanol genera radicales libres que se manifiestan
como microsomas en el higado, y que a su vez pueden inducir un dafio en el ADN detectable
por el EC (Albano y col., 1991, 1996), TBARS y CAT (Valko y col., 2007).

En este trabajo de Tesis, el consumo de alcohol como factor de andlisis solo genero diferencias
estadisticamente significativas en la actividad de CAT en los aplicadores, resultados que
coinciden con otro estudio en el que analizan el desbalance oxidativo con el consumo de

alcohol y pesticidas (Sivapiriya y col., 2006).

Antigliedad Laboral: En los estudios de biomonitoreo ocupacional, la antigiiedad laboral se

relaciona claramente con el tiempo de exposicidon, y con una fuerte tendencia a detectar
mayores niveles de dafio en los trabajadores expuestos (Dusinska y col., 2004). En el presente
trabajo, al analizar la antigliedad laboral como factor se puede observar su influencia sobre los
resultados de BChE, IDEC e IDER en los aplicadores y de AChE e IDEC en los trabajadores
rurales. Se ha determinado que la duracion de la exposicion en una exposicion crénica, puede
conducir a cambios post-traduccionales irreversibles y a la degradacion de proteinas, eventos
que podrian causar dafio a las biomoléculas, muerte celular y alteraciones de la homeostasis
celular. Secuencias de sucesos similares también estan asociadas con la etiologia y la patologia

temprana de muchas enfermedades cronicas (Limén-Pacheco y Gonsebatt, 2009).

EPP: Solo los aplicadores de pesticidas utilizaban EPP de manera inadecuada o incompleta y
en un 25 % de los casos, obteniéndose cambios significativos en los parametros IDEC e IDER.
Los efectos genotdxicos potenciales observados en los trabajadores expuestos en este estudio
puede deberse a la falta de medidas de proteccion adecuadas.

En otros trabajos realizados en la Argentina, el 35% de los trabajadores entrevistados admitid
no usar EPP (Paunero y col., 2009.), datos que coinciden con las observaciones de Souza-
Casadinho y Bocero (2008) con respecto a la falta de cuidados en relacion con el peligro del
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uso de agroquimicos. En este relevamiento de aplicadores horticolas de la provincia de Buenos
Aires, solo el 2,4 % adoptan el equipo completo y el 41,2% no utiliza ningun tipo de
proteccion. De acuerdo con esto, al preguntar acerca de los aspectos que consideran que
deberian ser mejorados, s6lo el 5% de los trabajadores entrevistados mencionan aspectos de
higiene y seguridad en el trabajo. Un aumento de MN se observd en personas expuestas de
plaguicidas que no usaban guantes de proteccion (Bolognesi y col., 2002). Al mismo tiempo se
han encontrado aumentos en las frecuencias de AC y MN en algunos estudios en los que la
poblacion expuesta a plaguicidas no llevaba proteccion durante la jornada de trabajo (Costa y
col., 2006) o poco o nada de protecciéon (Dulout y col., 1985). Por otra parte, varios estudios
donde se reportdé que la mayoria de los trabajadores utilizaba las medidas de proteccion
adecuadas (> 60%), mostraron resultados negativos (Pastor y col., 2001, a,b y 2002;
Bolognesi y col., 2004; Piperakis y col., 2003 y 2006), poniendo en relevancia la importancia

de EPP para prevenir la exposicion.

Uso de mezclas: En un marco global, los plaguicidas se han convertido en la Gnica herramienta

utilizada por los productores para contrarrestar el ataque de insectos y enfermedades. En la
actividad horticola, dentro del conjunto de la produccion agraria, se produce un uso mas
intensivo de agroquimicos por unidad de superficie. Al respecto, desde el punto de vista
toxicoldgico, Yang (1994) sugirié que "el 95% de los recursos en toxicologia se dedica a los
estudios de un solo producto quimico". La toxicidad de los plaguicidas, se expresa en funcién
de la dosis letal 50 (DL50), la cual solo se estudia y enuncia para productos en forma aislada,
nunca en mezclas. En las mezclas los principios activos al combinarse pueden incrementar su
capacidad de producir dafio. En los estudios toxicologicos que tratan las interacciones
guimicas, el mayor foco se ha hecho en la exposicidn secuencial de dos sustancias quimicas
diferentes o en la exposicion a las mezclas binarias (Hertzberg y Teuschler 2002; Yang 1994).
Es evidente que el interés y la investigacion sobre las mezclas quimicas se han intensificado en
las dltimas décadas, como lo demuestran los articulos de revision (Seed y col., 1995;
Carpenter y col., 2002; Feron y col., 2002).

En el presente trabajo de Tesis, se consideraron las mezclas que los aplicadores utilizaron en la
ultima semana. En la Tabla 3.3 también se muestra el lugar de la explotacion y el nimero de
trabajadores expuestos a cada mezcla. Aunque el nimero de personas expuestas a cada mezcla

es pequefio, su evaluacion puede contribuir a comprender su influencia sobre los resultados.
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De esta forma en la Tabla 3.9 se consideran los datos obtenidos para todos los biomarcadores
planteados utilizando la mezcla a la que estuvieron expuestos como factor de analisis.

BChE: se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P=0,003; Test de K-W)
siendo la mezcla 5 (cipermetina, clorpirifos, glifosato), la que presenta la mayor inhibicién
enzimatica

AChE: se encontraron diferencias significaticas (P<0,001; Test de K. Wallis), y la mayor
inhibicion fue en la Mezcla 6 (dimetoato, cipermetrina, paration).

Estos datos pueden estar relacionados con los perfiles diferenciales de la inhibicion de las
enzimas colinesterasas que se pueden observar en funcion de cada compuesto OP en
particular, como ya fue descripto, clorpirifos y malation son inhibidores preferenciales de
BChE mientras que dimetoato es un inhibidor preferencial de la AChE y también se demostrd
que malation y propoxur inhibian significativamente a AChE (Banerjee y col., 1999), como
también cipermetrina, dentro de los piretroides (Kale y col., 1999). En la interpretacion de los
resultados del monitoreo de las colinesterasas, es importante considerar la presencia de los
otros compuestos que formaron parte de las mezclas y sus desconocidas interacciones toxicas.
Cuando se analizan los otros biomarcadores que presentaron diferencias estadisticamente
significativas con las mezclas como factor tales como IDEC, IDER y TBARS (P<0,001 para
cada caso; Test de K. Wallis), todos coinciden en mostrar los valores mas elevados para la
mezcla 4 (cipermetrina, paration, imidacloprid, benzimidazol, flusilazole, carbendazim,
dimetoato, metamidofoz, mancozeb). En esta mezcla se encuentran presentes distintos
principios activos, distintos blancos bioldgicos y en proporciones desconocidas.

En las mezclas de plaguicidas es importante tener en cuenta que cada ingrediente activo tiene
un modo de accion especifico para el control de una plaga, y tiene sus propios efectos
secundarios posibles sobre la vida silvestre y los seres humanos expuestos a ella. Asi, la
exposicion ocupacional a pesticidas puede aumentar el riesgo de resultados reproductivos
adversos o desordenes del sistema nervioso, provocar inmunodepresién e incluso puede
provocar cancer en la edad adulta como también podria inducir cambios heredables (Carballo
y col., 2011a). El enfoque en las interacciones quimicas, sobre todo en concentraciones
ambientalmente relevantes, es un paso importante para avanzar en nuestra comprension del

impacto de las mezclas sobre la salud humana y el ambiente.

En el camino de comprender este impacto, los biomarcadores han constituido un valioso

complemento a la epidemiologia convencional y si son cuidadosamente elegidos, pueden
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proporcionar informacién util sobre los mecanismos moleculares implicados en la exposicién
ambiental y ocupacional. La seleccién de biomarcadores apropiados es de vital importancia
debido a la oportunidad de una mayor precision en la evaluacion del riesgo en individuos o
subgrupos de poblacion, con los consecuentes alcances para la proteccién de la salud.

Para investigar la asociacion entre la exposicion y los marcadores seleccionados, se utilizé el
test de correlacion de Spearman (Tabla 3.10), donde se pone en evidencia la robustez analitica
de los métodos empleado, ya que los marcadores seleccionados por cada grupo: enzimas
colinesterasas, dafio oxidativo y dafio genotdxico, correlacionaron entre si.

El analisis de las correlaciones revel6 que el dafio observado en los linfocitos utilizando el EC
se asocio positivamente con la presencia de modificaciones de la enzima antioxidante CAT, lo
que sugiere la influencia de un posible mecanismo oxidativo en este nivel de dafio. Ademas,
también fue significativa la asociacion inversa con las enzimas colinesterasas

Por su parte, AChE presento una asociacion negativa con TBARS y CAT. La correlacion entre
TBARS y CAT con la actividad de AChE en el presente estudio puede estar relacionada con lo
observado en estudios anteriores donde se postula que la inhibicién de la AChE inicia la
acumulacion de radicales libres que conducen a la peroxidacion lipidica, que puede ser el
indicador de dafio celular (Yang y col., 1996; Akhgari, 2003).

De manera de concluir con la descripcion de esta poblacion a través de las variables
seleccionadas, se realizé una matriz de similaridad considerando las variables cualitativas y las
cuantitativas dicotomizadas. A partir del analisis de las similaridades es posible describir a los
aplicadores como los encargados de preparar la mezcla de plaguicidas, los que en cierta
medida usan el equipo de proteccion, trabajan mas horas por dia, son mas jovenes, tuvieron
una educacién primaria incompleta, fuman poco y tienen habitos de consumir alcohol y por
otra parte a los trabajadores rurales como el grupo con mayor edad, en su mayoria son
mujeres, tienen el habito de fumar y no consumen alcohol.

En el caso de las similaridades de EPP se observa que las personas que lo utilizan son los que
generalmente preparan los plaguicidas para ser aplicados y han tenido acceso a una educacién
secundaria. Por otra parte, los marcadores alterados (Colinesterasas inhibidas, IDEC elevado y
Pardmetros de Estado oxidativo alterados) se correlacionan entre si y con factores como la
antigiedad laboral, la duracion del empleo, la edad y el habito de fumar, que han sido

planteados como predisponentes de riesgo.
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Aunque los avances en las metodologias de laboratorio, en el analisis de los datos y en la
evaluacion y medicion de la exposicion son importantes y positivos, pueden también
contribuir al enfoque reduccionista, mas centrado en los individuos que en las poblaciones. Es
importante disponer de datos sobre otros factores que puedan influir en la exposicion de
interés, de manera que cualquier efecto de las exposiciones profesionales que se demuestre en
el estudio pueda atribuirse a la exposicion profesional per se, en lugar de a otras causas
probables.

En el andlisis de la Tabla 3.12 es posible interpretar que el ser trabajador o control (analizado
como exposicién) contribuye a generar mayor probabilidad de tener inhibicién de actividad de
las enzimas colinesterasas (BChE y AChE), elevado indice de dafio en el ADN de los
linfocitos (IDEC) y aumentos en la peroxidacion lipidica (TBARS).

En las evaluaciones siguientes, solo se consideraron los trabajadores y cémo y en qué medida
podria existir la probabilidad de presentar los biomarcadores alterados considerando los otros
factores de riesgo. Asi los trabajadores con mas tiempo de residencia en el area rural, tienen
aproximadamente 3 veces mas probabilidad de presentar dafio en el ADN que los que tienen
menos tiempo de residencia en esa zona. Del mismo modo, los trabajadores con una mayor
antigiiedad laboral tienen aproximadamente 5 veces mas probabilidad de tener aumentado
IDEC, lo que sugiere la acumulacién con el tiempo de los efectos genotoxicos. Como ya se ha
discutido utilizando otros estadisticos, el no usar el EPP puede generar un riesgo 3 veces
mayor de incrementos en el indice de dafio al ADN. Cuando se considera el tipo de labor
realizada, esto es ser aplicador de plaguicida o ser solo trabajador rural, es posible observar
que ser aplicador puede generar un riesgo 3 veces mayor de tener AChE inhibida y de casi 4

veces de tener valores alterado de peroxidacion lipidica
Conclusiones parciales

Consideramos que este capitulo del trabajo de Tesis Doctoral contribuye a la evaluacién
subclinica en relacion con el potencial dafio generado por la exposicion a los agroquimicos en
los trabajadores horticolas del Cinturon verde del Departamento La Capital, Santa Fe,

Argentina.

Este estudio muestra que los trabajadores expuestos directa e indirectamente a las mezclas de
pesticidas tienen cambios enziméticos, modificaciones en el equilibrio oxidativo y dafio

genotoxico en comparacién con los controles.
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Es esencial aumentar el tamafio de la muestra y realizar un seguimiento sistematico de las
poblaciones expuestas a las mezclas de plaguicidas en nuestro pais, utilizando biomarcadores

de efecto y exposicion.
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CAPITULO 4
Cultivos Extensivos:

Aplicadores de plaguicidas
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4.1. Antecedentes

Los cultivos extensivos son la base productiva de la provincia de Santa Fe y representan el
mayor porcentual de area sembrada. El cultivo de oleaginosas es el prioritario, especialmente

por la superficie ocupada por la soja.

En el siglo pasado Argentina se caracterizo por la produccion de una gran variedad de cereales
y oleaginosas, con un marcado predominio del trigo y el maiz. La evolucion ocurrida
especialmente en la década del 90 hacia un “pais sojero”, hizo que este grano alcance casi el
50% del total cosechado, cifra que va en aumento llevando a nuestro pais hacia el
monocultivo. El crecimiento del cultivo de soja y sus derivados en Argentina en los Gltimos
afios, se ha constituido en un fendbmeno que merece ser estudiado en profundidad por su
trascendencia e impacto tanto econémico como ecoldgico y social. La expansion del cultivo se
ha visto favorecida por la combinacion de los factores climéticos, la coyuntura de los buenos
precios internacionales y el tipo de cambio asi como un mercado exportador que por el
momento se visualiza como muy firme y sin vistas de saturacion a corto plazo. El paquete
tecnoldgico especifico, esta cimentado sobre la siembra directa, el uso de semillas transgénicas
y la utilizacion masiva de herbicidas, insecticidas y en general agroquimicos especificos

destinados a aumentar la rentabilidad en la produccién.

En esta segunda etapa de expansion agricola del pais, los agroquimicos (herbicidas,
insecticidas, fungicidas, etc.) constituyeron el sector mas dindmico dentro del campo de la
tecnologia agricola, tanto por la cantidad de innovaciones observadas, como por la gran
expansion de su uso, aunque amortiguada por una inadecuada relacion de precios. La rapida
sucesion de innovaciones en los agroquimicos, el peligro que entrafia su manipuleo debido a
su alta toxicidad, la necesidad de emplear medios mecanicos especificos para su aplicacion
(entre ellos el avion), la economia que puede lograrse con la compra masiva de los distintos
productos, entre otros factores, hicieron que su manejo en forma directa por el productor
resultara dificil y costoso en muchos casos, especialmente en el de los insecticidas dando lugar

al surgimiento de empresas dedicadas a la aplicacion de plaguicidas.

Con la difusiéon de la soja, que normalmente requiere dos tratamientos contra insectos, el

aplicador de plaguicidas tuvo un campo de accion mucho mas amplio y, en pocos afios, se
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formaron empresas de cierta magnitud (Lodola, 2008), donde la prestacion del servicio de
aplicacion de agroquimicos y fertilizantes explica en gran parte el crecimiento de los
contratistas en las Gltimas décadas. La evolucién de los prestadores de servicios se puede
medir comparando los datos de los dos ultimos censos agropecuarios que arrojan un
crecimiento del 81%, destacandose el servicio de mantenimiento de cultivos (aplicacion de

agroquimicos y fertilizantes, etc.), cuya superficie se triplica. (Carrero, 2007).

En el marco de definir las condiciones socio-culturales del grupo evaluado, es posible
establecer dos tipos de actores sociales involucrados en los cultivos extensivos. Por un lado,
los productores tradicionales, para quienes la totalidad de su ingreso proviene de la produccion
agropecuaria, aunque pueden ser o no propietarios de tierras y por otro, los prestadores de
servicios agropecuarios, para quienes la totalidad de sus ingresos provienen de la prestacion de
servicios. En este Gltimo grupo, estan incluidas las pequefias 0 medianas empresas dedicadas a

la pulverizacion de plaguicidas.

4.2. Objetivos Especificos del Capitulo

1) Evaluar el dafio generado por exposicion a mezclas simultaneas de pesticidas en aplicadores
de cultivos extensivos y confrontarla, en todos los casos, con una poblacién no expuesta

(grupo control).

2) Caracterizar la exposicion mediante la determinacion de las actividades de
Butirilcolinesterasa Plasmatica y Acetilcolinesterasa Eritrocitaria en ambas poblaciones de
trabajadores y controles.

3) Evaluar el efecto de los plaguicidas sobre el estado oxidativo midiendo la actividad de CAT
como marcador del sistema antioxidante, la relacion GSH/GSSG como marcador del balance
redox y los niveles de TBARS como marcador de la peroxidacion de lipidos en los eritrocitos

de ambos grupos.

4) Aplicar el Ensayo Cometa, el Ensayo de Reparacion y sitios FPG en los linfocitos de

sangre periférica y determinar la frecuencia de Micronucleos en ceélulas exfoliativas del
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epitelio bucal para determinar el efecto de las mezclas de plaguicidas sobre el ADN de los

trabajadores y controles.

5) Integrar los resultados de acuerdo a las variables tenidas en cuenta en la anamnesis de los

trabajadores y de los controles, considerando criterios de inclusion, exclusién y aquellos que

actuen como factores de confusién en el estudio.

4.3. Materiales y Métodos

4.3.1. Biomarcadores utilizados en la poblacion de cultivos extensivos

Para evaluar a los aplicadores de cultivos extensivos se utilizaron como biomarcadores:

1-

Medicién de enzimas Colinesterasas

1.3.  Acetilcolinesterasa eritrocitaria (AChE)

1.4.  Butirilcolinesterasa plasmatica (BChE)
Marcadores del Estado Oxidativo

2.3.  Actividad Catalasa en eritrocitos

2.4. Relacion GSH/GSSG

2.5. Medicion de peroxidacién de lipidos en eritrocitos (ensayo de TBARS)
Marcadores de Genotoxicidad

3.3.  Ensayo Cometa en sangre periférica

3.4.  Ensayo de Reparacion utilizando el Ensayo cometa
3.5. Sitios FPG

3.6.  Micronucleos en células de mucosa bucal

Las metodologias empleadas fueron descriptas en el Capitulo 2.
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4.3.2. Area productiva
En los dltimos 35 afios la superficie sembrada de oleaginosas ha aumentado en un 462%,
siendo la soja el cultivo predominante. En la provincia de Santa Fe, las rotaciones mas
frecuentes son: soja - trigo y, en algunos casos girasol - maiz - soja en esa secuencia. Sin
embargo, los cereales que compiten con las oleaginosas en el uso del suelo han disminuido
mas del 50% (Carrero, 2007). Sin dudas, en la “pampa humeda”, se ha adoptado un modelo de
“especializacion” en la produccion de esta oleaginosa que se expande répidamente hacia
regiones extrapampeanas o &reas consideradas como tierras marginales para este tipo de

agricultura.

Las tierras del norte de la provincia de Santa Fe han sido incorporadas a la agricultura de “tipo
pampeana” desde la segunda mitad de la década del ‘90 reemplazando este modelo a otras
actividades agropecuarias. Asi, en el departamento General Obligado la soja ha reemplazado a
otros cultivos tradicionales como el algodon, mientras que en el departamento 9 de julio el
avance de la soja se ha hecho sobre todo a expensas de la tala indiscriminada de los bosques
nativos y en el departamento Vera, el incremento se produjo fundamentalmente por el
reemplazo de tierras dedicadas a la ganaderia 0 a la explotacion mixta y a la canalizacion

parcial de los humedales de los “bajos submeridionales” del norte santafesino.

4.3.3. Poblacién de aplicadores de cultivos extensivos
Este capitulo incluyé la evaluacion de 48 personas que viven y trabajan en los departamentos
San Cristobal, Las Colonias, San Javier y Garay (Prov. de Santa Fe, Argentina). EI grupo
control estuvo compuesto por 50 donantes con condiciones socio-demograficas semejantes
pero que no realizaban actividades laborales relacionadas con la exposicion a pesticidas. Todas

las personas incluidas pertenecian a la misma area geografica.

El muestreo tanto de los trabajadores como de los controles se llevo a cabo en el periodo de

mayor actividad entre los meses de noviembre a abril de los afios 2008, 2009 y 2010.

Los trabajadores expuestos (aplicadores de pesticidas), fueron aquellas personas que en los
siete dias previos a la toma de muestra sanguinea habian realizado actividades de

pulverizacion de agroquimicos en la zona de cultivos extensivos.

El acercamiento a la poblacion se logro a través de los SAMCos de las distintas comunidades
rurales, que brindaron la conexién con pobladores del lugar, con el fin de explicarles los
alcances del estudio y en una segunda instancia poder realizar la encuesta, recibir el

144



consentimiento informado y realizar las extracciones de las muestras tanto sanguinea como de

células de descamacion de la cavidad bucal.

4.4. Resultados del Capitulo

4.4.1. Descripcion socio-demogréfica y habitos de expuestos y controles
El promedio de edad del grupo de trabajadores es de 32,09 + 12,18 afios y del grupo de
controles es de 33,24 £ 13,05 afios, con un rango comprendido entre 18 y 65 afios de edad para
todos los sujetos. Al comparar ambos grupos usando test-T no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas respecto a la edad (P=0,653).
En los cultivos de grandes extensiones de los departamentos santafesinos incluidos en el
estudio, todos los aplicadores fueron varones ya que la tarea de pulverizar generalmente es
realizada por empresas (pequefias o medianas) que incluyen solo hombres para esta labor,
cumpliendo los controles con la misma caracteristica.
Los trabajadores generalmente pulverizaban en extensiones agricolas cercanas a sus
localidades de origen, pero ningun aplicador vivia en el campo. Las localidades donde residian
los aplicadores eran de 1800 a 10000 habitantes. EI promedio de afios de residencia fue de
19,53 + 11,94 afos. Todas las viviendas estaban construidas en ladrillo, con techo de chapa o
teja, con servicio de agua de red e instalaciones sanitarias completas.
El andlisis del nivel educativo de los trabajadores se muestra en la Figura 4.1 donde se destaca
que los individuos expuestos tienen una alta tasa de escolaridad secundaria completa e

incompleta (75%).

Distribucion por nivel educativo de
2% los aplicadores

12;25% ‘ M Primaria completa
— B Secundariaincompleta
Secundaria completa

B Estudios terciarios

Figura 4.1. Distribucion de los trabajadores de cultivos extensivos en funcion del nivel

educativo.
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Con referencia al acceso a cuidados de la salud, los sujetos del estudio tienen la posibilidad de
utilizar los servicios de Salud, a través de Hospitales publicos provinciales 0 SAMCos y
ademés el 56,25 % posee cobertura de obras sociales. Solo cuatro trabajadores realizaron
consultas médicas por problemas generados por la exposicion a plaguicidas.

En la tabla 4.1 se presentan los datos correspondientes a los habitos de los individuos
expuestos y los del grupo control, no encontrando diferencias estadisticamente significativas

en el habito de fumar y el consumo de alcohol entre ambas poblaciones.

Tabla 4.1. Categorizacion de los controles y de los aplicadores de cultivos extensivos en
funcion de los habitos de fumar y consumir alcohol (n y %) y comparacion estadistica entre

ambas poblaciones.

Parametros Controles Trabajadores Valor de P
(n=50) (n=48) (U-Test)
Fuma (n)(%b)
Si 17 (34) 11 (29) 0,667
No 33 (66) 37(71)

Alcohol (n)(%)
Si 27 (54) 24 (50) 0,875

No 23 (46) 24 (50)

4.4.2. Analisis de datos laborales de los aplicadores de cultivos extensivos
La antigliedad laboral fue 11,33 = 9,78 afios, siendo en todos los casos la jornada laboral
mayor a 8 horas en los meses de intensa aplicacion de agroquimicos.
Al analizar los datos referidos al uso de equipo de proteccion personal, se observa que ningun
trabajador utiliza el equipo de manera adecuada. El 56 % no usa ningun tipo de proteccion, y
el 46% utiliza al menos 2 elementos para protegerse. La Figura 4.2 muestra la frecuencia de
uso de los distintos equipos utilizados para pulverizar pesticidas en cultivos extensivos en el

grupo en estudio.
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Exposicion ocupacional a los Agroquimicos.
Evaluacion del Dafio Genético y su relacién con Procesos de Estrés Oxidativo.

Uso de Equipo de Proteccion Personal

B NoUsa
2;4%
0; 0%
6;13%

W Mascarillay guantes

4: 8%
m Bota y guantes

W Mascarilla, botas y
guantes

B Ropa especial y guantes

M EPP completo

Figura 4.2. Distribucion de los trabajadores de cultivos extensivos en funcion del uso de

equipo de proteccion personal.

Cuando se evaluaron los datos referidos al almacenamiento de los pesticidas, el 100 % de los
casos tenia un deposito especial para los plaguicidas, fuera del hogar. En el 73,21 % de los
casos, no tenian ningun tipo de equipo en el depdsito para manejar derrames o accidentes.

Con referencia al tipo de elemento utilizado para pulverizar, el 71 % de los casos utiliza
mosquito o arrastre y el 29 % utiliza avion (Figura 4.3).

Elemento utilizado para pulverizar

H Mosquito

M Arrastre

W Avién

Figura 4.3. Elementos de pulverizacion utilizados por los trabajadores de cultivos extensivos

Todos los sujetos incluidos en el estudio, ademas de aplicar los plaguicidas realizaban otras
tareas: preparar el caldo, transportar los pesticidas desde el depdsito hasta el lugar de su
aplicacion, lavar el equipo luego de utilizado y reparar el equipo. El equipo de proteccion
utilizado al realizar estas tareas fueron los guantes en el momento de la preparacién en el 37,5
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% de los casos. El 91,66 % de los aplicadores conocian los productos utilizado. En la Figura

4.4 se observan otras tareas que realizan los aplicadores que involucran exposicion a

pesticidas.

31;65%

Otras tareas que realizan los
aplicadores

B Prepara, transporta, lava
yrepara equipo

B Transporta, lavay repara
equipo

4;8% Prepara, lava equipo

Figura 4.4. Otras tareas realizadas por los aplicadores que involucran exposicién a pesticidas.

Los plaguicidas que utilizaron los aplicadores segun la informacion obtenida de las encuestas

laborales, se presenta en la Tabla 4.2. Los mismos fueron clasificados por su accién contra

vectores especificos, detallando en cada caso el nimero de CAS, la clase quimica a la que

pertenecen y las evaluaciones realizadas por la IARC, U.S.EPA y OMS para cada uno de los

compuestos.
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Tabla 4.2. Plaguicidas utilizados por los aplicadores clasificados por su mecanismo de accion.

Pesticidas Compuestos NUmero CAS Clase Quimica IARC USEPA OMS
Fungicida Mancozeb 8018-01-7 Ditiocarbamato- Zinc NL B2 U
:\Tjﬁf{gfé? dae; Clorpirifos 2921-88-2 Organofosforado NL E Il
Cipermetrina 67375-30-8 Piretroide NL NL 1
Dimetoato 60-51-5 Organofosforado NL C Il
Endosulfan 115-29-7 Organoclorado NL NL 1
Insecticida Pirimicarb 23103-98-2 Metil Carbamato NL Probable 11
Alfacipermetrina 67375-30-8 Piretroide NL I 1l
Metamidofos 10265-92-6 Organofosforado NL E Ib
Monocrotofos 6923-22-4 Organofosforado NL NL Ib
Glifosato 1071-83-6 Fosfonoglicina NL E 11
Glifosato Trimesiun 81591-81-3 Fosfonoglicina NL E 11
Flumetsulam 98967-40-9 Triazolo Pirimidina NL E U
Herbicida
24D 94-75-7 Acido Clorofenoxido 2B D 1l
Paraquat 1910-42-5 Bipiridilium NL E I
Picloram 1918-02-1 Acido Piridincarboxilico 3 E 11

Evaluaciones de carcinogenicidad:

IARC (Agencia Internacional de investigacion de cancer)

Grupo 1: Conocido carcinégeno; Grupo 2a: Probable carcindgeno; Grupo 2b: Posible carcindgeno; Grupo 3: No clasificable como
carcindgeno datos incompletos 0 ambiguos; Grupo 4: Probablemente no carcindgeno NL: No Listado

Clasificacion de Carcinogenicidad US EPA

Entre 1986 y 1996: Grupo A: Conocido carcindgeno en humanos; Grupo B1: Probable carcinégeno humano; Grupo B2: Suficiente
evidencia de carcinogenicidad para animal de estudio; Grupo C: Posible carcinégeno humano; Grupo D: No clasificable como carcinégeno
humano; Grupo E: Evidencia de no-carcinogenicidad para humanos.

Entre 1996 y 1999: Conocidos/Probables carcinégenos; No se puede determinar; No probable.

Desde 1999 al presente: Carcindégenopara humanos; Probable carcindgeno; Sugerido pero no suficiente para ser carcindgeno; Datos
inadecuados para ser carcin6geno; No probable.

Clasificacién de toxicidad aguda de la OMS:

la: extremadamente peligroso Ib: altamente peligroso; I11: Moderadamente peligroso; 111: levemente peligroso; U: Es poco probable

produzca un peligro grave en el uso normal.
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En la Tabla 4.3 se presenta la informacion relacionada con las mezclas a las que los

trabajadores estuvieron expuestos durante la Gltima semana, con el objeto de realizar su

posterior andlisis y discusion. Se considerd el area geografica de la que provenian y los

nombres comerciales que fueron utilizados en el relevamiento de datos.

Tabla 4.3. Mezclas de plaguicidas utilizadas considerando la localidad mas cercana y el

namero de aplicadores.

Nro. de Nro. de
' Localidad trabajadores  Nombre comercial de los plaguicidas
Mezcla
expuesto
1 Monte Vera 7 Cipermetrina-Dimetoato-Glifosato
2 Progreso 3 Glifosato-Dimetoato-Preside (Flumetsulam)-2,4D
3 Saqto 4 Metamidofos-2,4D-Glifosato
Domingo
4 Saqto 6 Cipermetrina-Endosulfan- Glifosato
Domingo
Metamidofos-Clorpirifos-Dimetoato-Cipermetrina-
5 Ceres 7 Glifosato-Gramoxone (Paraquat)-2,4D-Tordon (Picloran)-
Paton 50 (Pirimicard)-Sulfosato (Glifosato Trimesiun)-
Monocrotofos
6 San, 4 Glifosato
Joaquin
7 Cayasta 6 Fastac (Alfametrina)
8 Helvecia 11 Dimetoato-Manzate (Mancozeb)-Monocrotofos

4.4.3. Exploracion estadistica de los resultados de cada biomarcador.

4.4.3.1. Estadistica descriptiva de enzimas Colinesterasas

4.4.3.1.1. Actividad de Butirilcolinesterasa plasmaética en los aplicadores

En la Figura 4.5.a. se observa la distribucion para este biomarcador cuyo valor promedio fue
6388,52 + 1442 U |, la cual se ajusta a la distribucién normal (test K-S, P=0,380).
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Figura 4.5.a. Distribucidon de los resultados obtenidos para BChE en los aplicadores de
cultivos extensivos (izquierda). b. Distribucion de los resultados obtenidos para AChE en los

aplicadores de cultivos extensivos (derecha).

4.4.3.1.2. Actividad de Acetilcolinesterasa eritrocitaria en los aplicadores
En la Figura 4.5.b. se observa la distribucion para este biomarcador cuyo valor promedio fue
6929,45 + 1883 U I %, ajustandose a la normal (test K-S, P=0,598).

4.4.3.2. Estadistica descriptiva de los marcadores del Estado oxidativo

4.4.3.2.1. Actividad de Catalasa en los eritrocitos de los aplicadores
En el caso de la actividad de CAT como biomarcador de estrés oxidativo, se obtuvo un valor
promedio de 272,19 + 56,71 kU g* de Hb, con un comportamiento que no se ajusta a una
distribucion normal (test K-S, P=0,045; Figura 4.6.a).

10,04
°
3] -
c
7.5

25+ 2.5
Media =272,19 Media =13.43
Desviacion tipica =126, Desviacion tipica =5,033
713 N =48
N=18
[X o
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CAT GSH/GSSG

Frecuencia
n

Figura 4.6.a. Distribucion de los resultados obtenidos para CAT en los aplicadores de cultivos
extensivos (izquierda). b. Distribucion de los resultados obtenidos para la relacion GSH/GSSG

en los aplicadores de cultivos extensivos (derecha).
4.4.3.2.2. Relacion GSH/GSSG en eritrocitos de los aplicadores

El biomarcador de estrés oxidativo, GSH/GSSG, arrojo un valor promedio de actividad de
13,43 = 5,03, con un comportamiento que se ajusta a una distribucion normal (test K-S,
P=0,716; Figura 4.6.b).
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4.4.3.2.3. Medicion de lipido peroxidacion mediante TBARS en eritrocitos de
aplicadores
El tercer biomarcador de estrés oxidativo, TBARS, present6 valores de 281,69 + 66,09 nmol
g ! de Hb, el cual se ajusta a una distribucién normal (test K-S, P= 0,567, Figura 4.7).

Media =281,69
Desviacion tipica =66,
094
N=g
T

40000 450,00

2000 30000 35000
TBARS

Figura 4.7. Distribucion de los resultados obtenidos para TBARS en los aplicadores de

cultivos extensivos

4.4.3.3. Estadistica descriptiva de los marcadores de Genotoxicidad
4.4.3.3.1. Ensayo Cometa en linfocitos de sangre periférica de los aplicadores
Cuando analizamos este biomarcador observamos que el valor promedio de IDEC del grupo
en estudio fue: 212,33 + 33,70, con una distribucién que no se ajusta a la normal (Test K-S,
P=0,021; Figura 4.8.a.).
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Figura 4.8.a. Distribucion de los resultados obtenidos para IDEC en los aplicadores de
cultivos extensivos (izquierda). b. Distribucion de los resultados obtenidos para IDER en los

aplicadores de cultivos extensivos (derecha).
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4.4.3.3.2. Ensayo de reparacion en linfocitos de sangre periférica de los
aplicadores
El analisis de este biomarcador indicé un valor promedio de IDER del grupo en estudio fue:
229,66 + 36,25 con una distribucion que no se ajusta a la normal (Test K-S, P=0,084; Figura
4.8.b).

4.4.3.3.3. Sitios FPG en linfocitos de sangre periférica de los aplicadores

En el anlisis de este biomarcador observamos que el valor promedio de Sitios FPG del grupo
en estudio fue: 28,91 + 19,35 y su distribucién se ajusta a la normal (Test K-S, P=0,513;
Figura 4.9.a).

80,00

60,00

20,00 1,00

1

I I
SitiosFPG MNMB

Figura 4.9.a. Distribucidon de los resultados obtenidos para Sitios FPG en los aplicadores de
cultivos extensivos (izquierda). b. Distribucion de los resultados obtenidos para MNMB en los

aplicadores de cultivos extensivos (derecha).
4.4.3.3.4. Micronucleos en mucosa bucal de los aplicadores

El andlisis de la frecuencia de MNMB mostr6 un valor promedio de 1,35 + 0,59, cuya

distribucion no se ajusta a la normal (Test K-S, P= 0,030; Figura 4.9.b).

4.4.4. Estadistica bivariada aplicada a los biomarcadores en controles y aplicadores de
cultivos extensivos
Con el objeto de sintetizar los datos obtenidos mas relevantes, a continuacion se presentan las
tablas que resumen los resultados de los biomarcadores utilizados en esta etapa tanto en la

poblacién expuesta como en la poblacion control.
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Tabla 4.4. Valores promedio y desvio estandar de las actividades de Colinesterasas en los

controles y aplicadores de cultivos extensivos.

Actividades de Colinesterasas
Controles (n=50) Aplicadores (n=48)
(X+DE)

BChE (U 1) 6733,90 + 1012 6388,52 + 1442*

AChE (U I"* de eritrocitos) 8870,62 + 1376 6929,45 + 1883*

*P<0,05; Testde T.

En la Tabla 4.4 se observa que los aplicadores de plaguicidas muestran una disminucién
estadisticamente significativa de ambas enzimas colinesterasas. BChE disminuy6 un 5,12 %
(P=0,015; Test T) y AChE un 21,8 % (P=0,045; Test T) cuando se los compara con el grupo

control.

Tabla 4.5. Valores promedio y desvio estandar de los marcadores de Estado Oxidativo en los

controles y aplicadores de cultivos extensivos.

Parametros de
Estado Oxidativo Controles (n=50) Aplicadores (n=48)

(X+DE)

CAT
169,09 + 86,32 272,19 +126,71*
(kU g~'de Hb)

GSH/GSSG 25,66 + 7,99 17,43 + 8,03*

TBARS
191,33 + 32,99 281,69 + 66,09*
(nmol g 'de Hb)

*P<0,01; CAT: Test de Mann-Whitney; TBARS y GSH/GSSG: Test T.

Cuando se realiza el analisis de los biomarcadores de estado oxidativo se observa un aumento
significativo en los niveles de TBARS (47%) en los aplicadores de plaguicidas (Test T, P
<0,01; Tabla 4.5). Por otra parte, CAT presentd un incremento del 61% en los expuestos (Test
de M-W, P <0,01) y al mismo tiempo se observa una disminucion estadisticamente
significativa del 80% en la relacion GSH/GSSG (Test T, P <0,01), siempre en relacion con la
poblacién control.
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Tabla 4. 6. Valores promedio y desvio estandar de las actividades de los marcadores de

Genotoxicidad en los controles y aplicadores de cultivos extensivos.

Parametros de
Genotoxicidad Controles (n=50) Aplicadores (n=48)

(X+DE)

Ensayo Cometa (IDEC) 148,92 + 35,84 212,33 £ 33,70*

Ensayo de Reparacion (IDER) 152,64 + 35,55 229,66 £ 36,25*

Sitios FPG 13,26 + 5,53 29,18 £ 17,95*

MNMB 0,54 +£0,34 1,35+ 0,69*

IDEC, IDER y MNMB : P<0,01 Test de Mann Whitney; Sitios FPG: P<0,01 Test T.

En la Tabla 4.6 se presenta los resultados del andlisis de los biomarcadores de genotoxicidad.
Previo a la realizacion del EC se evalu6 la viabilidad y se expreso6 en funcion del porcentaje de
células viables, obteniendo en todos los casos resultados superiores al 95 %. EIl analisis de los
valores obtenidos en el Ensayo Cometa y el Ensayo de Reparacion indican un aumento
significativo tanto de IDEC (43%) como de IDER (51%) en el grupo expuesto cuando se lo
compara con respecto al grupo control (Test de M-W, P<0,01). En este mismo analisis
observamos que los sitios FPG muestran un incremento significativo (124%; Test T, P <0,01)
respecto a los controles, asi como los MNMB (150%; Test de Mann Whitney, P<0,01).

4.4.5. Andlisis de la influencia de los factores de confusion sobre los biomarcadores

En las siguientes tablas se analizaran los biomarcadores: AChE, BChE, CAT, TBARS,
GSH/GSSG, IDEC, IDER, Sitios FPG y MNMB, en aplicadores de plaguicidas, los cuales se
presentan estratificados por los factores de confusion relacionados con caracteristicas

demogréficas, habitos y parametros laborales.
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Tabla 4.7. BChE, AChE, CAT, GSH/GSSG y TBARS en aplicadores de plaguicidas

estratificados por factores de confusion.

Parametros n BChE AChE CAT GSH/GSSG TBARS

(X+DE) (X+DE) (X+DE) (X+DE) (X+DE)

Edad (afios)

<30 25 6100,00+658 7931,60+1669 152,86+85,36 10,65+8,65 345,40+48,37

>30 23 6317,23+948 7562,00+1393 274,66+80,83* 8,34+2,68 368,13+47,06
Fuma

Si 26 5957,204809  7180,40+957 205,46+103,19 7,47+3,70 376,19+22,77

No 22 6460,00+741 8313,20+1759 211,54+67,46 11,37+8,01 338,69+40,89

Consume alcohol

Si 30 6148,00£737 8020,28+1684 210,98+104,73 7,62+3,66 376,69+20,48
No 18 6350,00+1025 7108,66+498 203,41+89,27 13,05+9,33 343,76+40,34
Antigtiedad

Laboral (afios)

<10 24 6221,20+1009 8675,20+1479 186,97+103,75 10,89+8,60 338,98+40,85
>10 24 6196,004586 6818,40+686* 233,74+104,78 8,04+4,34 375,84+23,56
EPP

Si 22 5994,00+1081 8540,00+1344 220,25+102,25 10,46+8,90 358,25+25,17
No 26 6351,66+572 6557,23+513** 193,79+7518 8,87+4.32 352,72+52,49

BChE (U L™); AChE (U L™ eritrocitos); CAT (kU g Hb); TBARS Assay (nmol g™ Hb). *P: <0,05; **P:<0,01
(Mann-Whitney Test)

El analisis de la Tabla 4.7 muestra que no se observan diferencias estadisticamente
significativas en relacion con los factores de confusién como tabaquismo y alcohol para los
distintos biomarcadores. La edad como factor de evaluacién solo presenta diferencias

estadisticamente significativas para la enzima CAT (Test, P<0,05). Debido a que ningun
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trabajador utiliza adecuadamente el EPP y un 56% de los trabajadores no utilizan ninguna
proteccion (guantes, mascaras de respiracion, gafas, ropa protectora, botas, etc.), hemos
considerado que han utilizado medidas protectoras cuando al menos 2 elementos de proteccion
estan presentes, por lo tanto cuando se utiliza como factor de comparacion el uso de EEP
solamente se observan diferencias estadisticamente significativas para AChE (U-Test,
P<0,05). Cuando se analiza la antigiiedad laboral, nuevamente AChE presenta diferencias

estadisticamente significativas (U-Test, P<0,01).

Tabla 4.8. IDEC, IDER, Sitios FPG y MNMB en aplicadores de plaguicidas estratificados por
factores de confusion.

Parametros n IDEC IDER Sitios FPG MNMB
(X+DE) (X+DE) (X+DE) (X+DE)

Edad (afos)
<30 25  220.18+31.5 244,00+47,56  29.90+13.10 1.09+0.51
230 23 231.16+33.5 252,16+40,39  28.17+16.02 1.33£0.52
Fuma

226.60£38.4  256,00+37,23  34.60+12.14  2.00+0.61
Si 26 223.00+£28.0 242,16+47,58  27.08+12.56  0.83+0.33*
No 22
Consume Alcohol
Si 30 226.70+38.8  254,14+42,74  35.37+15.45 1.75+0.46
No 18 221.55+31.1 238,50+43,98  23.88+14.31  0.66+0.35*
Antigiiedad
laboral(afios)
<10 22 209.55+17.7  230,20+41,90 20.44+17.5 0.78+0.47
>10 26 240.37+39.5 263,66+38,23** 39.25+17.9*  1.62+0.52
EPP
Si 24 228,20+42,85 219,83+20,34  54,16+12,92  0,60+0,54
No 24 230,83+45,15 282,80+33,56 18,40+10,08** 2,33+1,21**

*P: <0,05; **P: <0,01 (Mann-Whitney Test)
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Al analizar la Tabla 4.8 que resume la influencia de los factores de confusion sobre los
marcadores de genotoxicidad, puede observarse que la edad no influye sobre ninguno de ellos,
mientras que la frecuencia de MNMB esta influida tanto por el habitos de fumar como de
consumir alcohol en esta poblacion (U-Test, P<0,05). La antiguedad laboral influye sobre los
resultados de IDER (U-Test, P<0,01) y de Sitios FPG (U-Test, P<0,05), al mismo tiempo que
el uso del equipo de proteccién modifica los resultados de Sitios FPG y de MNMB (U-Test,
P<0,01 en ambos casos).

4.4.6. Evaluacion de las mezclas de plaguicidas empleadas y su influencia sobre los

biomarcadores

Los resultados obtenidos para cada uno de los biomarcadores fueron analizados en funcién de
las mezclas que utilizaron los trabajadores durante la Gltima semana previa a la toma de
muestra, ya sea en forma de mezcla compleja o productos simples aplicados en forma
consecutiva (Tabla 4.9). Las diferencias entre los distintos agrupamientos se analizaron
mediante el Test de K-W.
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Tabla 4.9. Evaluacion de las mezclas de plaguicidas empleadas y su influencia sobre BChE,
AChE, CAT, GSH/GSSG, TBARS, IDEC, IDER, Sitios FPG y MNMB,.

Mezclal Mezcla2 Mezcla3 Mezcla4 Mezcla5 Mezcla6 Mezcla7 Mezcla8  P*

BChE 6426,00 4478,66 6618,33 5601,20 6494,28 7379,75 7097,00 6380,43 0.141

+1786 +446 +634 +1221 +540 +2133 +1880 +1335

AChE 8149,25 5633,33 4402,33 6908,40 8803,71 9389,25 5411,00 6482,43 <0,001

+1889 1225 +1114 +788 +1693 +1274 +1243 +1293

CAT 269,98 283,54 198,89 222,88 206,75 186,76 281,76 346,10 0,167

+25,02 +146,71 +£31,22 £72,75 +118,83 £35,17 +98,01 £157,96

GSH/ 16,11 11,25 14,80 9,98 10,29 15,71 14,19 14,49 0,179

GSSG 12,25 14,34 +1,97 5,13 7,69 +4,10 4,23 14,54

TBARS 279,19 266,20 246,94 342,33 348,26 226,07 240,81 277,26 0,028

+86,93 +14,89 71,25 43,79 8105 6299 £36,69 £50,62

IDEC 214,25 213,00 221,00 20520 236,00 162,25 205,33 217,12 0,066

8,68 £10,81 +£11,00 +12,04 57,17 16,94 +11,43  £33,51

IDER 269,75 229,66 228,66 221,20 257,42 192,25 220,66 223,06 0,111

151,44 4,04 15,50 +23,34  £52,16  £1255  £12,11  £31,68

Sitios FPG 20,25 31,00 33,50 21,40 48,28 18,75 14,50 13,50 0,050

+11,06 £7,21 +17,67  £16,47 £16,46  £15,64 3,45 +1,71

MNMB 1,75 1,10 1,66 0,88 2,28 0,95 1,50 1,12 0,227

+0,95 +0,98 +1,50 +0,80 +1,25 0,75 +0,54 +0,80

*P: Test de Kruskal-Wallis

Se observa que existen diferencias estadisticamente significativas para AChE (P<0,001), y
TBARS (P<0,05), mientras que es marginalmente significativa para Sitios FPG (P=0,05).

Con el objeto de mostrar el grado de dispersion de los datos, la mediana y el rango intercuartil
debido al efecto de las mezclas de pesticidas sobre los siguientes marcadores: AChE, BChE,
CAT, TBARS, GSH/GSSG, IDEC, IDER, Sitios FPG y MNMB, se presenta en la Figura 4.10,
las gréficas de box-plots.
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Exposicion ocupacional a los Agroquimicos.
Evaluacion del Dafio Genético y su relacién con Procesos de Estrés Oxidativo.

Figura 4.10. Box-plots debido al efecto de las mezclas de pesticidas sobre los siguientes
marcadores: AChE, BChE, IDEC, IDER, Sitios FPG, MNMB, CAT, TBARS y la relacion

GSH/GSSG.
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4.4.7. Evaluacion de correlaciones entre las variables cuantitativas
Para evaluar la relacion existente entre las variables cuantitativas se utilizd el andlisis de

correlacion de Spearman.

En la Tabla 4. 10 se resumen las correlaciones (Rho de Spearman) entre todas las variables de
laboratorio. Las correlaciones entre BChE y AChE, y entre BChE y TBARS fueron
estadisticamente significativas (0,273 y 0,265 respectivamente).

AChE correlacion6 con IDEC, IDER, CAT, TBARS y GSH/GSSG de manera
estadisticamente significativa.

IDEC por su parte correlaciond significativamente con IDER (0,844), con sitios FPG (0,387) y
con todos los parametros de estrés oxidativo (CAT: 0,206; GSH/GSSG: 0,570; TBARS:
0,522).
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Tabla 4.10. Andlisis de correlaciones de Spearman de los diferentes biomarcadores en el

grupo de aplicadores y controles.

Correlaciones

BChE | AChE | IDEC IDER SitiosFPG | MNMB CAT TBARS | GSH/GSSG
Rho de Spearman BChE Coeficiente de
correlacion 1,000 ,273* -,196 -,141 -,082 -,006 -,101 -,265** ,169
Sig. (bilateral) . ,006 ,053 ,167 ,481 ,953 ,322 ,008 ,096
N 98 98 98 98 98 98 98 98 98
AChE Coeficiente de
correlacién ,273*4 1,000 -,409*4 -,383*% -,016 -,164 -,231* -,419*4 ,359*
Sig. (bilateral) ,006 . ,000 ,000 ,893 ,107 ,022 ,000 ,000
N 98 98 98 98 98 98 98 98 98
IDEC Coeficiente de
correlacion -,196 -,409** 1,000 ,844*A ,387* L4274 ,206* ,522*4 -,570*
Sig. (bilateral) ,053 ,000 . ,000 ,001 ,000 ,042 ,000 ,000
N 98 98 98 98 98 98 98 98 98
IDER Coeficiente de
correlacién -,141 -,383*4 ,844** 1,000 ,435* ,426*4 148 ,537*A -,566**
Sig. (bilateral) ,167 ,000 ,000 . ,000 ,000 ,147 ,000 ,000
N 98 98 98 98 98 98 98 98 98
SitiosFPG Coeficiente de
correlacién -,082 -,016 ,387*4 ,435*% 1,000 ,418*4 154 ,151 -,414*
Sig. (bilateral) ,481 ,893 ,001 ,000 . ,000 ,181 ,189 ,000
N 77 98 98 98 98 98 98 98 98
MNME ccc:,i;:;i:ig:]e de -,006 -,164 VAT 426™ ,418*4 1,000 ,291*4 ,292*4 -,267*
Sig. (bilateral) ,953 ,107 ,000 ,000 ,000 . ,004 ,003 ,008
N 98 98 98 98 98 98 98 98 98
CAT Coeficiente de
correlacién -,101 -,231* ,206* ,148 ,154 ,291*4 1,000 ,378** -,285*
Sig. (bilateral) ,322 ,022 ,042 ,147 ,181 ,004 . ,000 ,004
N 98 98 98 98 98 98 98 98 98
TBARS f;f;:;'gg:‘e 48 | 265 -a10% 522+ 537%4 151 | 292+ ,378*{ 1,000 -,537*4
Sig. (bilateral) ,008 ,000 ,000 ,000 ,189 ,003 ,000 . ,000
N 98 98 98 98 98 98 98 98 98
GSHIGSSG g;f;:;ﬁg:‘e 4| 169 | 359+ -570% -,566% 414 267+ -285{ -537* 1,000
Sig. (bilateral) ,096 ,000 ,000 ,000 ,000 ,008 ,004 ,000 .
N 98 98 98 98 98 98 98 98 98

**. La correlacioén es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
*. La correlacion es significativ a al nivel 0,05 (bilateral).

Sitios FPG ademas de correlacionar con IDEC e IDER, correlacioné significativamente con
GSH/GSSG (0,414).

MNMB correlacion6 con IDEC, IDER vy sitios FPG (0,427, 0,426 y 0,418) y en menor medida
con los parametros de estrés oxidativo (CAT: 0,291; TBARS: 0,292; GSH/GSSG: 0,267).

Los parametros de estrés oxidativo correlacionaron entre si (CAT y TBARS: 0,378; CAT y
GSH/GSSG: 0,285; TBARS y GSH/GSSG: 0,537).

4.4.8. Estadistica Multivariada aplicada a las variables cualitativas y cuantitativas
Las variables cuantitativas fueron dicotomizadas (0 y 1), escogiéndose como criterio de
dicotomizacion: O para los valores menores de la mediana y 1 para los valores que superaban
la mediana. Con las variables, tanto cualitativas como cuantitativas dicotomizadas se realizé la

matriz de similaridad, lo que permite observar la relacion entre todas las variables. Finalmente
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se construyd un grafico que permite visualizar la cercania de las variables en el espacio, a

través de un plano que el programa selecciona como representativo.

Las abreviaturas consideradas para construir la matriz de similaridad fueron:Ah: mayor edad,

Al:

menor edad, RI: tiempo de residencia corto, Rh: tiempo de residencia largo, Hco:

secundaria completa, Hin: secundaria incompleta, SM: fuma, noSM: no fuma, ALC: consume

alcohol frecuentemente, noAL: no consume alcohol frecuentemente, DUh: mayor antigiedad

laboral, DUI: menor antigliedad laboral, EPP: equipo de proteccion personal, noEPP: no usa

equipo de proteccion personal, Mosq: usa mosquito o arrastre para pulverizar, Avi: usa avion
para pulverizar, MNI: MNMB bajo, MNh: MNMB alto, ACh: valores elevados de AChE,
AChl:valores bajos de AChE, ECh: valores elevados de EC, ECI: valores bajos de EC, SITI:

valores bajos de sitios FPG, SITh: valores bajos de sitios FPG, EOI: valores no alterados en

los pardmetros de estrés oxidativo, EOh valores alterados en los pardmetros de estrés

oxidativo.

Tabla 4.11 Matriz de similaridad considerando las variables cualitativas y las cuantitativas

dicotomizadas.

Ah Al Rl Rh Hco Hin SM noSM ALC noAL DUh DUI EPP noEPP Mosq Avi MNI MNh ACh ACl ECh ECl SITI SITh EOI EOh
Ah | 1.00
Al | -1.00 1.00
RI | -0.04 0.04 1.00
Rh | 0.04 -0.04 -1.00 1.00
Heo |-0.12 0.12 0.35 -0.35 1.00
Hin | 0.12 -0.12 -0.35 0.35 -1.00 1.00
M |-0.35 0.35 0.11 -0.11 0.39 -0.39 1.00
noSM | 0.35 -0.35 -0.11 0.11 -0.39 0.39 -1.00 1.00
ALC | 0.12 -0.12 -0.53 0.53 -0.28 0.28 0.13 -0.13 1.00
noAL |-0.12 0.12 0.53 -0.53 0.28 -0.28 -0.13 0.13 -1.00 1.00
DUh | 0.10 -0.10 -0.41 0.41 -0.16 0.16 -0.09 0.09 0.16 -0.16 1.00
DUI |-0.10 0.10 0.41 -0.41 0.16 -0.16 0.09 -0.09 -0.16 0.16 -1.00 1.00
EPP | -0.17 0.17 0.01 -0.01 -0.06 0.06 -0.13 0.13 -0.10 0.10 -0.12 0.12 1.00
noEPP | 0.17 -0.17 -0.01 0.01 0.06 -0.06 0.13 -0.13 0.10 -0.10 0.12 -0.12 -1.00 1.00
Mosq | -0.02 0.02 0.18 -0.18 -0.12 0.12 -0.09 0.09 0.12 -0.12 -0.23 0.23 -0.04 0.04 1.00
Avi | 0.14 -0.14 -0.08 0.08 0.10 -0.10 0.06 -0.06 -0.31 0.31 0.19 -0.19 -0.02 0.02 -0.59 1.00
MNI | -0.09 0.09 0.60 -0.60 0.28 -0.28 -0.01 0.01 -0.28 0.28 -0.21 0.21 0.18 -0.18 0.10 -0.18 1.00
MNh | 0.09 -0.09 -0.60 0.60 -0.28 0.28 0.01 -0.01 0.28 -0.28 0.21 -0.21 -0.18 0.18 -0.10 0.18 -1.00 1.00
Ach | 0.22 -0.22 -0.30 0.30 -0.01 0.01 -0.08 0.08 0.18 -0.18 0.30 -0.30 -0.36 0.36 -0.37 0.42 -0.29 0.29 1.00
Acl | -0.22 0.22 0.30 -0.30 0.01 -0.01 0.08 -0.08 -0.18 0.18 -0.30 0.30 0.36 -0.36 0.37 -0.42 0.29 -0.29 -1.00 1.00
ECh | 0.17 -0.17 -0.01 0.01 -0.27 0.27 -0.20 0.20 -0.23 0.23 0.12 -0.12 0.10 -0.10 -0.25 0.02 -0.18 0.18 0.04 -0.04 1.00
ECl |-0.17 0.17 0.01 -0.01 0.27 -0.27 0.20 -0.20 0.23 -0.23 -0.12 0.12 -0.10 0.10 0.25 -0.02 0.18 -0.18 -0.04 0.04 -1.00 1.00
SITI |-0.12 0.12 0.35 -0.35 0.10 -0.10 0.22 -0.22 -0.10 0.10 -0.33 0.33 0.10 -0.10 0.19 -0.33 0.28 -0.28 -0.18 0.18 0.23 -0.23 1.00
SITh | 0.02 -0.02 -0.29 0.29 -0.04 0.04 -0.15 0.15 0.04 -0.04 0.42 -0.42 -0.03 0.03 -0.21 0.36 -0.24 0.24 0.24 -0.24 -0.13 0.13 -0.92 1.00
EOl | 0.14 -0.14 -0.08 0.08 -0.13 0.13 -0.36 0.36 0.31 -0.31 -0.09 0.09 0.03 -0.03 0.21 -0.36 0.24 -0.24 -0.08 0.08 -0.20 0.20 0.22 -0.32 1.00
EOh | -0.14 0.14 0.08 -0.08 0.13 -0.13 0.36 -0.36 -0.31 0.31 0.09 -0.09 -0.03 0.03 -0.21 0.36 -0.24 0.24 0.08 -0.08 0.20 -0.20 -0.22 0.32 -1.00 1.00
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En la Tabla 4.11 es posible evaluar las similaridades entre las variables cualitativas y

cuantitativas en forma conjunta.

Si se evaluan los valores elevados de MNMB (en la tabla presentado como MNh) es posible
observar su similaridad con el mayor tiempo de residencia (Rh=0,60), con la escolaridad
secundaria incompleta (Hin=0,28) y con el habito de consumir alcohol (ALC=0,28).

Los valores bajos de Colinesterasa (ACI) estan relacionados inversamente con mayor tiempo
de residencia (Rh=0,30), mayor antigiiedad laboral (DUh=0,28), el uso de EPP (PPE=0,36), la
pulverizacion aérea (Avi=0,42) y valores elevados de MNMB (MNh=0,29).

Los valores de IDEC elevados (ECh) se relacionan con la escolaridad secundaria incompleta
(Hin=0,27) y con el habito de fumar (SM=0,27), e inversamente con la utilizacion de mosquito
como elemento para pulverizar.

Sitios FPG elevados (SITh) se relacionan con un mayor tiempo de residencia (Rh=0,29), con
una mayor antigiiedad laboral (DUh=0,42), con la pulverizacion aérea (Avi=0,36), con
frecuencia de MNMB elevada (MNh=0,24) e inversamente con valores bajos de AChE
(ACI=0,24), y conlos Sitios FPG elevados (SITh=0,92).

Los parametros de Estado oxidativo alterados se correlacionaron con el habito de fumar
(SM=0,36), con la pulverizacion aérea (Avi=0,36) y con Sitios FPG elevados (SITh=0,32).

La Figura 4.11 muestra la dispersion de los puntos que representan a todas las variables
evaluadas. El plano donde se representan las variables son las dos coordenadas o ejes que mas
contribuyen estadisticamente en esta evaluacion. La dispersion de las variables en este plano
muestra las distancias entre los puntos que representan las similaridades entre las variables

tanto cualitativas como cuantitativas.
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Figura 4.11. Matriz de dispersion de las variables cualitativas y cuantitativas dicotomizadas
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4.4.9. Odds Ratio para los biomarcadores considerando los distintos factores de riesgo
En las evaluaciones de OR de este trabajo, se intenta evaluar la influencia de factores como
exposicion, edad, habito de fumar o de consumir alcohol, escolaridad secundaria, tiempo de
residencia y las variables laborales como el uso de EPP vy la antigtiedad laboral, sobre cada uno

de los marcadores.

En la Tabla 4.12 se marcaron los intervalos que no contienen al uno y que muestran un
incremento del Odds ratio del biomarcador al considerar distintas predisponentes de
exposicion. Cuando se utilizd la exposicion como factor todos los biomarcadores mostraron

aumentos significativos.

En los aplicadores se observd OR cercano a 3, con un intervalo que incluye aumentos hasta de
15 veces en los Sitios FPG cuando se utiliz6 el uso de EPP como factor y desde una hasta 130
veces para los MNMB. Los mismos marcadores presentaron OR cercanos a 5 cuando se
consider0 antigtiedad como factor.
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Tabla 4.12. Analisis de las tablas de contingencia simples (2x2) para obtener los Odds Ratio
(OR) con un Intervalo de Confianza (IC) del 95%.

Parametros BChE AChE IDEC Sitios FPG MNMB TBARS GSH
(OR, IC) /IGSSG
(OR, IC) (OR, IC) (OR, IC) (OR, IC) (OR, IC)
(OR, IC)
Exposicién 3,03 4,39 14,32 16,6 5,60 11,33 6,64
(1,03-9,09) (1,36- (2,68- (3,01- (1,73- 2,77- a,77-
14,61) 101,39) 113,67) 18,76) 50,52) 23,36)
Edad 1,14 0,71 1,77 0,89 1,33 2,29 0,56
(0,24-5,41) (0,15-3,29) (0,38-8,49) (0,19-4,11) (0,20-9,51) (0,48- (0,12-2,61)
11,33)
Fuma 0,86 1,20 0,57 0,83 0,53 3,15 2,45
(0,16-4,53) (0,23-6,33) (0,10-3,06) (0,16-4,34) (0,07-3,95) (0,54- (0,46-
20,03) 13,88)
Alcohol 0,38 0,27 0,34 1,20 1,88 0,57 0,41
(0,06-2,17) (0,04-1,56) (0,06-1,86) (0,23-6,33) (0,25- (0,10-3,06) (0,07-2,19)
13,79)
Escolaridad 0,45 1,54 4,81 1,92 2,81 0,38 0,43
Secundaria (0,07-2,69) (0,71-3,32) (0,84- (0,39-9,85) (0,40- (0,06-2,23) (0,08-2,16)
30,73) 21,05)
Tiempo 0,58 0,90 0,33 0,70 0,63 1,16 1,11
Residencia (0,212-2,76) (0,19-4,19) (0,06-1,63) (0,15-3,26) (0,06-5,59) (0,25-5,45) (0,24-5,19)
Uso de 0,62 0,56 1,33 2,92 5,20 1,21 1,10
EPP (0,12-2,98) (0,11-2,70) (0,28-6,46) (1,05- (1,08- (0,25-5,89) (0,23-5,27)
15,33) 130,45)
Antigledad 2,75 0,56 2,17 5,00 5,40 1,21 0,25
Laboral
(0,53- (0,11-2,70) (0,45- (1,06- (1,01- (0,25-5,89) (0,04-1,29)
15,06) 10,89) 29,11) 121,30)
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4.5. Discusion de los resultados del Capitulo

Los métodos empleados en epidemiologia molecular son similares a los empleados por otras
areas de la epidemiologia en general. Por ende, el grupo control debe ser similar al grupo
expuesto en parametros tales como sexo, edad, hébito de fumar, consumo de alcohol, nutricién
y estilo de vida. Del mismo modo que se realizé la evaluacion de cultivos intensivos (Capitulo
3), se seleccionaron dos poblaciones, una expuesta laboralmente a agroquimicos y una
poblacion control, que no se encontraba expuesta en forma laboral a plaguicidas pero que

pertenecia al mismo lugar geografico, con condiciones socioculturales similares.

Al analizar las poblaciones de trabajadores y de controles es posible observar que no existen
diferencias estadisticamente significativas en el perfil de la muestra al comparar por edad
(P=0,653), hébitos de fumar (P=0,667) y de consumir alcohol (P=0,875). ElI 100% de los
encuestados son de sexo masculino, ya que el trabajo con este tipo de productos, en los grupos

reclutados de la provincia de Santa Fe, solo es realizado por varones.

Respecto al nivel de instruccion alcanzado, no se encontré ningin analfabeto en el grupo
evaluado. El 75% habia alcanzando instruccion mayor al primario, es decir secundario
incompleto, completo y terciario o universitario, mientras que el 25 % de los entrevistados
cumplimento solo la ensefianza primaria. Los casos de nivel primario se encontraron entre los
entrevistados de mayor edad ya que la mayoria terminaron sus estudios primarios en épocas
donde no existian escuelas secundarias en su localidad. Los mas jovenes tenian los niveles
mayores de educacion e incluso algunos con la escuela secundaria, poseian el titulo de técnico
agronomo. El grado de instruccion recibido facilité obtener respuestas en todos los items

incluidos en la encuesta, fundamentalmente los relacionados con la actividad laboral.

Analizando los datos obtenidos de las encuestas laborales de los aplicadores, se observo una
antiguedad laboral de 11,33 + 9,78 afios. La jornada laboral en todos los casos fue mayor a 8
horas en los meses de intensa aplicacion de pesticidas. Al consultar sobre sus inicios en la
actividad, la mayoria sefiald las oportunidades econdmicas que surgieron a fines de la década
del 90 generadas por los cambios agrotécnicos. Muchos de los aplicadores comenzaron la
actividad a temprana edad acompafiando a sus padres como banderilleros, actividad que
refieren no existe en el presente por la posibilidad de adquirir banderilleros satelitales que

facilitan la labor.
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A pesar que un 92 % conoce los productos que utiliza para las pulverizaciones y su
clasificacion de peligrosidad, ningln trabajador utilizo EPP de manera completa, y un 56 % no
uso ningun tipo de proteccion. Considerando las buenas préacticas laborales exigidas en el
manejo de pesticidas, si bien la totalidad de los aplicadores disponia de depoésitos especiales
para almacenar los agroquimicos, un alto porcentaje no tenian ningun tipo de equipo para

manejar derrames o accidentes en el depdsito.

El 71 % de los encuestados utilizaban equipos terrestres para pulverizar (mosquito o arrastre)
y un 29 % lo hacia con avion. En esta encuesta también se incluyé como puntos a considerar
otras tareas realizadas en contacto con los pesticidas ademéas de pulverizar. La mayoria
preparaba los pesticidas, y solo utilizaban EPP en esta labor en un 37,5 % de los casos.
Ademas, también en altos porcentajes, los aplicadores son los encargados de transportar los
pesticidas, lavar y reparar el equipo de pulverizacion (Figura 4.4).

Respecto a las condiciones a tener en cuenta para la aplicacion de los productos, en la mayoria
de los casos utilizaban para descansar el horario del mediodia cuando las temperaturas son
mas elevadas, pero refirieron que en momentos climéticos especiales, como por ejemplo luego

de una temporada de lluvias, aplicaban los pesticidas en todo momento del dia.

La provincia de Santa Fe (Argentina) dispone de la Ley de Productos Fitosanitarios N°
11273/97, donde se expresa que los agrogquimicos se deben vender bajo receta agrondémica y
con el debido asesoramiento profesional, pero se verifica que la mayoria de los productores
solicita la aplicacion de los productos superando las dosis recomendadas y el nimero de
aplicaciones por campafia. ElI 87 % de los pesticidas aplicados en el area se corresponde con
productos categorizados segun la OMS como extremadamente, altamente y moderadamente

peligrosos (Tabla 4.2).

Por lo tanto, entre los determinantes de exposicion es posible considerar en este estudio las
vias probables de entrada (inhalatoria y dérmica), generadas por la ausencia de EPP adecuado
y la duracion acumulada de la exposicion expresada en afios de actividad laboral.

La medicion de la actividad de BChE es recomendada como marcador de exposicion en
pulverizadores de pesticidas. A pesar de tratarse de una poblacion con recursos econémicos,
acceso a centros de salud y conocimiento de los riegos, al no depender de empresas formales,

sino en la mayoria de los casos, emprendimientos familiares que no cumplen las leyes de
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riesgo de trabajo, no se pudo conseguir los datos basales pre-ocupacionales recomendados
(OEHHA, 2002).

En el grupo de aplicadores de cultivos extensivos evaluado en este trabajo de Tesis, los niveles
de actividad de BChE se encontraron inhibidos de manera estadisticamente significativa
respecto a los controles (P<0,05; Tabla 4.4), similares resultados fueron encontrados por
Panemangalore y col. (1999) en Kentucky, Estados Unidos, por Rastogi y col. (2008) en el
norte de India, por Hofmann y col. (2009) en Washington, Estados Unidos, y por
Kachaiyaphum y col. (2010) en Tailandia.

El biomarcador de accion bioldgica directa de la exposicion a plaguicidas OFs utilizados mas
ampliamente en las poblaciones de trabajadores agricolas ha sido el monitoreo de AChE
(McCauley y col., 2006). El andlisis de la inhibicion de la actividad de AChE como
biomarcador tiene sus ventajas y desventajas. La disminucién en la actividad de esta
colinesterasa se puede observar antes que los signos clinicos se manifiestan, lo que colabora
con el reconocimiento temprano de individuos de alto riesgo (Wessels y col., 2003), pero son
amplios los rangos de normalidad y las variaciones interindividuales (Carballo y col., 2011a).
En este grupo evaluado de aplicadores de cultivos extensivos, la AChE mostrd una
disminucion estadisticamente significativa en los trabajadores expuestos a pesticidas respecto
a los controles (P<0,05; Tabla 4.4) en concordancia con estudios realizados en otros grupos de
aplicadores expuestos a diferentes mezclas de plaguicidas en la India, en Iran y en Espafa
(Banerjee y col., 1999; Ranjar y col., 2002; Hernandez y col., 2005; Shadnia y col., 2005;
Kesavachandran y col., 2006; Lopez y col., 2007).

Las modificaciones en el estado oxidativo podrian ser un mecanismo importante del dafio de
los plaguicidas (Banerjee y col., 2001.; Halliwell, 2002). Diferentes clases de pesticidas
inducen la produccidn de especies reactivas de oxigeno y de dafio oxidativo a nivel tisular, por
lo tanto los marcadores de la respuesta celular al dafio oxidativo son frecuentemente
evaluados.

El grupo de aplicadores de plaguicidas de cultivos extensivos evaluado durante este trabajo de
Tesis Doctoral, mostro incrementos estadisticamente significativos en la actividad de CAT
respecto a los controles (P<0,01; Tabla 4.5), resultados que concuerdan con los hallados por
Seth y col. (2000) y Shadnia y col. (2005) en humanos expuestos a pesticidas. Esto podria ser
debido a que factores ambientales oxidativos inducen la expresion y la actividad de las
enzimas antioxidantes, asi como los niveles de las moléculas antioxidantes no enzimaticas

(Limon-Pacheco y Gonsebatt, 2009), aunque otros trabajos que analizaron los niveles de CAT
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en humanos expuestos ocupacionalmente a mezclas pesticidas, mostraron disminuciones en su
actividad (Lopez y col., 2007; Simoniello y col., 2010).

Diversos estudios disponibles indican que la actividad de las enzimas asociadas a mecanismos
de defensa antioxidantes se altera en uno u otro sentido por la exposicion a plaguicidas. Asi,
evaluaciones realizadas en glébulos rojos humanos indican que la exposicion in vitro a los OF
pueden incrementar CAT y SOD utilizando fosalona o disminuirlas si se exponen a
triclorform, pero estas modificaciones llevan a que, en ambos casos la peroxidacion de lipidos
medida a través de los niveles de MDA se incremente (Altuntas y col., 2003, Catalgol y col.,
2007). Por otro lado, trabajos realizados con herbicidas (Glifosato y 3-DMAP) reportaron
aumentos de CAT en gldébulos rojos humanos (Pieniazek y col., 2004; Bukowska y col., 2007).
Estudios realizados en ratas con piretroides, cipermetrina, permetrina, deltametrina, muestran
incrementos de CAT (Kale y col., 1999; Nasuti y col., 2003; Rehman y col., 2006) mientras
que ciflutrin, otro piretroide, generé la disminucion de CAT (Eraslan y col., 2007).
Lambdacialotrina, también un piretroide, utilizado in vitro en glébulos rojos de conejo, mostrd
disminucion de las enzimas antioxidantes CAT y SOD e incremento de TBARS (EI-
Demerdash, 2007). Endosulfan utilizado in vivo en animales de experimentacion genero
incrementos de SOD, CAT y MDA (Kalender y col., 2004). Clorpirifos, produjo disminucion
de SOD y CAT in vivo y aumentos en la lipoperoxidacion (Mansour y Mossa, 2009), mientras
que malatién generd el incremento de SOD, CAT y MDA en una exposicién in vivo en ratas
(Akhgari, 2003).

Los antioxidantes que pertenecen a la segunda linea de defensa incluyen el glutation (GSH), la
vitamina C, vitamina E (alfa-tocoferol, principalmente) y beta-caroteno (Irshad y Chaudhuri,
2002; Edge y Truscott, 1997). Los residuos cisteinil de GSH ofrecen un grupo tiol nucleofilico
gue es importante en la detoxificacion de metabolitos electrofilicos y de agentes oxidantes
producidos metabdlicamente, siendo sustrato de las enzimas Glutation peroxidasa y Glutation-
S-transferasa. GSSG es reducido de nuevo a GSH por una reaccion dependiente de NADPH;
por lo tanto, la relacion GSH/GSSG es un indicador muy importante del estado redox de la
célula (Rana y col., 2002; Vermay col., 2007).

En el grupo de aplicadores expuestos a mezclas de plaguicidas se evallo la relacion
GSH/GSSG, observandose una disminucion estadisticamente significativa con respecto a los
controles (P<0,01; Tabla 4.5) debido a una disminucion de los niveles de GSH y un aumento
de los niveles de GSSG. La relacion GSH/GSSG fue evaluada en otros trabajos in vivo con
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animales de experimentacion expuestos a plaguicidas (Venturino y col., 2001 y Verma y col.,
2007) coincidiendo en su disminucién con nuestros resultados, como también en otros estudios
en humanos en los cuales las patologias evaluadas (Yeh y col., 2005; Machado y col., 2008) o
las exposiciones laborales (Erben y col., 2010) generaron modificaciones en el balance
oxidativo y fueron determinadas por una disminucion de la relacion GSH/GSSG.

En otros biomonitoreos de humanos expuestos a pesticidas, disponibles al momento de esta
discusion, solo se evalu6 GSH, obteniéndose disminucion en sus niveles (Banerjee y col.,
1999; Seth y col., 2000; Prakasam y col., 2001; Ranjbar y col., 2002; Rastogi y col., 2009)
coincidiendo con evaluaciones realizadas in vitro en lineas celulares humanas, donde se
observo una disminucion de los niveles de GSH utilizando un DTC en la evaluacién (Cereser
y col., 2001), un OF (Catalgol y col., 2007) o una piretrina (EI-Demerdash, 2007), sin
embargo no se observaron cambios significativos en los niveles de GSH cuando se evaluo
glifosato (Pieniazek y col., 2004). En estudios in vivo en animales, también se observé una
disminucion en los niveles de GSH en evaluaciones que incluyeron piretroides (Grajeda y
Cota, 2004; Rehman y col., 2006), OFs (Venturino y col., 2001; Sivapiriya y col., 2006;
Verma y col., 2007; Suke y col., 2008), carbamatos (Seth y col., 2001) y reguladores del
crecimiento (Tuluce y Celik, 2006).

Puesto que los eritrocitos contienen altas concentraciones de acidos grasos poliinsaturados, de
oxigeno molecular, de iones ferrosos en el estado ligando, y como contraparte, contienen
enzimas y moléculas antioxidantes, GSH, CAT, SOD y GSH-Px, es de fundamental
importancia la investigacion de la toxicidad de diferentes compuestos a traves de la
peroxidacion de lipidos.

Los resultados del presente estudio mostraron un aumento estadisticamente significativo en la
formacion de TBARS en el grupo de aplicadores expuestos a mezclas de pesticidas respecto a
los controles (P<0,01; Tabla 4.5). La elevada actividad de la CAT determinada en este grupo
evaluado podria deberse a una respuesta adaptativa generada por la presencia de los radicales
libres, donde la peroxidacion lipidica indicaria el fracaso de los mecanismos de defensa
antioxidante para proteger los tejidos de los dafios mecanicos causados por los plaguicidas
(Akhgari, 2003). Resultados similares fueron hallados en otros estudios de trabajadores
expuestos a mezclas de plaguicidas (Seth y col., 2000; Prakasam y col., 2001; Ranjbar y col.,
2002; Kesavachandran y col., 2006; Singh y col., 2007; Muiiiz y col., 2008; Kisby y col.,
2009; Rastogi y col., 2009). Ademas, varias investigaciones han analizado la accién de
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diferentes OF sobre la peroxidacion lipidica en eritrocitos humanos in vitro como también en
animales de experimentacion in vivo (Datta y col., 1992; Gultekin y col., 2000; Altuntas y col.,
2003; Altuntas y col., 2004, Rehman y col., 2006; Catalgol y col., 2007; Mansour y Mossa,
2009; Suke y col., 2008), y otras muchas investigaciones sobre diferentes clases de plaguicidas
(Aliciguzel y col., 2001; Cereser eta I, 2001; Bukowska, 2003; Bukowska, 2004b; Pieniazek y
col., 2004; Kalender y col., 2004; Tuluce y Celik, 2006; Eraslan y col., 2007), encontrando en
todos los estudios incrementos en la produccion de peroxidacion de lipidos.

El EC alcalino puede detectar dafios en el ADN en las células eucariotas tratados in vitro o in
Vvivo con agentes genotoxicos. La version alcalina (pH>13), es capaz de detectar dafios en el
ADN midiendo las roturas del ADN de cadena simple, los sitios alcali-labiles, los sitios de
reparacion y los enlaces cruzados (cross-link) en las células individuales. Por su facilidad de
aplicacion, el EC ha sido cada vez mas utilizados en estudios de vigilancia en humanos
(Valverde y Rojas, 2008). La mayoria de las investigaciones que emplean el EC en la
vigilancia de humanos expuestos ocupacionalmente, lo han utilizado como un biomarcador
tanto de exposicion como de efecto, e incluso conjuntamente con otros biomarcadores de
efecto temprano (por ejemplo, CA y MN). El uso de este ensayo para evaluaciones de riesgo
esta basado en la versatilidad de la prueba en la deteccion de diferentes tipos de dafio al ADN
incluyendo los presentes en las primeras etapas de la carcinogénesis y la capacidad de
relacionar los resultados del EC con los resultados de otros marcadores biologicos. (Valverde
y Rojas, 2009).

Nuestros hallazgos utilizando el EC muestran incrementos estadisticamente significativos en
los valores de IDEC en los expuestos de 1,4 veces respecto a los controles (Tabla 4.6). Estos
resultados concuerdan con otros trabajos que han analizado a aplicadores expuestos a mezclas
utilizado el EC, en los que las condiciones laborales son determinantes de la exposicion. Asi
en la literatura se encuentran distintos reportes donde se observan incrementos en los valores
de EC que van desde 1,2 a 1,7 (Lebailly y col, 1998, a,b; Liu y col.,2006; Paz y Mifio, 2007;)
hasta 2 (Bhalli y col., 2009), 5 (Da Silva y col., 2008) y 7 veces (Remor y col., 2009) en el
Indice de Dafio del EC, con respecto a los grupos control. Sin embargo, también se han
hallado resultados negativos al utilizar este ensayo en trabajadores rurales de Grecia, de
Espafia y de Polonia (Piperakis y col., 2003, 2006 y 2009).

En el presente trabajo de Tesis, se evaludé también la influencia de los mecanismos de
reparacion puestos en juego para inhibir el dafio generado por el H,O, en el ADN de los
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linfocitos in vitro utilizando también el EC. Se encontro un incremento de IDER de 1,5 veces
en los aplicadores de pesticidas frente a los controles (P<0,01), pero cuando se analiz6 el dafio
al ADN antes y despues del proceso de reparacion, IDEC vs. IDER tanto para el grupo
expuesto como el control, la diferencia no fue estadisticamente significativa en ninguno de los
dos grupos luego de 30 minutos de reparacion (Tabla 4.6).

Piperakis y col. (2003, 2006) observaron que la eficacia de la reparacion era similar en los
grupos estudiados luego de 2 horas de reparacion, coincidiendo con nuestros hallazgos,
mientras que en otro grupo evaluado en Polonia (Piperakis y col., 2009), obtienen una
disminucion del dafio generado in vitro luego del mismo periodo de 2 horas de incubacion. En
un trabajo anterior de nuestro grupo, en trabajadores frutihorticolas (Simoniello y col., 2008)
donde también analizamos este parametro, el incremento de IDER en los aplicadores fue de
1,9 veces respecto a los controles, pero al analizar IDER vs IDEC tampoco hallamos
diferencias estadisticamente significativas en 30 minutos de reparacion. Estos hallazgos
permitirian inferir que los mecanismos de reparacion del dafio oxidativo puestos en juego a
través de la presencia de las defensas antioxidantes, controlan el ingreso del dafio a la célula'y
generan, en un medio adecuado,la posterior reparacion del ADN celular teniendo la capacidad

de eliminar el dafio generado in vitro y asi mantener un estado de equilibrio dinamico.

Como un indicador del estado redox general del organismo, las bases oxidadas del ADN
pueden proporcionar un marcador Util en estudios donde se ha demostrado perturbaciones a
nivel oxidativo y mecanismos de genotoxicidad puestos en juego. La combinacion de enzimas
con un método que detecta roturas de ADN, como es el EC, proporciona un enfoque
alternativo (Dusinska y Collins, 2008). La base del EC fue modificada para la deteccion de
lesiones especificas, digiriendo con enzimas la lesion de los nucleoides. En el presente estudio
se utilizd FPG. Esta modificacion aumenta enormemente el alcance de la prueba, ya que
determinados tipos de dafio en el ADN se relacionan con diferentes exposiciones ambientales
y podrian estar relacionados con diferentes factores fisioldgicos.

En este trabajo de Tesis se obtuvo diferencias estadisticamente significativas en los sitios FPG
de los aplicadores de pesticidas respecto a los controles (P<0,01; Tabla 4.6). Esta modificacion
del EC se ha aplicado en el trabajo de Mufiiz y col. (2008), un biomonitoreo de aplicadores
realizado en Estados Unidos. El plaguicida mas utilizado en ese grupo de trabajadores, metil-
azinfos (AZM), fue aplicado en linfocitos humanos in vitro, obteniendo diferencias
estadisticamente significativas y demostrando que, una cantidad significativa de dafios del

173



ADN inducidos por AZM podrian ser debido al estrés oxidativo. En el trabajo de Gabbianelli
y col. (2009), también se utiliz6 FPG para evaluar las modificaciones en las purinas oxidadas
en linfocitos de ratas expuestas in vivo a permetrina observandose incrementos en el dafio al
ADN lo que permitio a los autores concluir que los resultados podrian indicar el papel clave de
la permetrina en el estrés oxidativo, cuyas consecuencias podrian conducir a cambios
bioquimicos.

Evaluando la informacion disponible de biomonitoreos ocupacionales que utilizaron FPG en
trabajadores expuestos se encontrd que para exposicion al amianto, los niveles de bases
oxidadas fueron elevados en comparacion con los de los controles y ademas obtuvieron una
fuerte correlacion entre las lesiones y los afios de exposicion ocupacional (Dusinska y col.,
2004). En contraste, la exposicion ocupacional a fibra mineral y al estireno no se asocio con
un aumento de dafio oxidativo del ADN (Dusinska y col., 2004; Vodicka y col., 2004;
Staruchova y col., 2008), pero hasta el momento, en la literatura disponible, no se ha utilizado
esta modificacion para evaluar trabajadores expuestos a mezclas de plaguicidas.

El EC tiene un alcance de deteccion que esta limitada por la organizacion estructural del ADN
ya que éste se encuentra saturado cuando todos los bucles se relajan (alcanzado en el nivel de
alrededor de tres rupturas de la hebra por cada 109 Da o sea unos pocos miles por célula). Sin
embargo, estos limites de deteccion cubren convenientemente el rango de dafios encontrados
en células humanas, y la prueba es, por lo tanto, muy apropiada para aplicaciones en
epidemiologia molecular. Su precision no es tan grande como la de los métodos
cromatograficos que miden 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxo-Gua) como metabolito de
oxidacion de ADN, pero parece ser mucho mas precisos en la estimacién de los niveles bajos
de dafio (Collins y col., 2009). En los estudios de poblacion, la precision no es tan importante
siempre y cuando el nimero muestral sea lo suficientemente grande como para detectar
diferencias entre medias (0 medianas) de los grupos o los efectos de los factores dentro del
grupo (Collins y col., 2009).

Otro biomarcador de genotoxicidad seleccionado para esta evaluacion fue MNBC. En los seres
humanos, los MNs puede ser facilmente evaluados en eritrocitos, linfocitos y células
exfoliadas epiteliales (por ejemplo, oral, urotelial, nasal) para obtener una medida del dafio
inducido en el genoma in vivo. El ensayo de MN, se puede realizar en células de descamacion
bucal o procedentes de otros tejidos epiteliales que se dividen rapidamente, sin la necesidad de
una division nuclear ex vivo, de modo que los cultivos de células no son necesarios (Holland y

col., 2008).
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Las células bucales son la primera barrera de la via de inhalacion o ingestion y son capaces de
metabolizar sustancias cancerigenas. Aproximadamente el 90% de los canceres humanos se
originan de las células epiteliales. Por lo tanto, se podria argumentar que las células epiteliales
orales representan un sitio de destino preferido para los primeros eventos genotoxicos
inducidos por agentes cancerigenos que entran al cuerpo por inhalacion o ingestion (Holland y
col., 2008).

En el presente trabajo de Tesis, se evalud la frecuencia de MNMB en los aplicadores de
plaguicidas en cultivos de grandes extensiones, observandose un incremento estadisticamente
significativo respecto a los controles (P<0,01; Tabla 4.6). En la literatura este biomarcador
presenta resultados contradictorios. Asi, una serie de estudios llevados a cabo con trabajadores
agricolas procedentes de cuatro paises europeos (Espafia, Polonia, Grecia y Hungria)
utilizando MNMB, no demostraron aumentos en su frecuencia que se relacione con la
exposicion a plaguicidas en ninguno de los grupos poblacionales, como tampoco en estudios
realizados en Costa Rica (Castro y col., 2004) y en Brasil (Remor y col., 2009). Se ha
planteado que la falta de efecto detectado a través de MNMB podria atribuirse a prevalencia
de la exposicion por via cutanea sobre la oral e inhalatoria y a la genotoxicidad relativamente
menor de la mayoria de los pesticidas modernos (Holland y col., 2008).

Sin embargo, otros estudios informaron aumentos significativos de MN en las células bucales
de los trabajadores expuestos a los pesticidas (Gomez-Arroyo y col., 2000; Sailaja y col.,
2006; Ergene y col., 2007; Bortoli y col., 2009; Martinez-Valenzuela y col., 2009).

Los monitoreos que tilizan métodos citogenéticos en personas expuestas a pesticidas que son
muy variados, en nimeros de muestras, tipos de cultivos, pais, practicas laborales y por
supuesto mezclas de pesticidas utilizadas. Evaluaciones con marcadores de genotoxicidad en
trabajadores expuestos a mezclas de pesticidas fueron realizadas en Europa (Lebailly y col.,
1998, a,b; Bonassi y col., 1999; Lucero y col., 2000; Garaj-Vrhovac y Zeljezic 2000, 2001,
Hogenkamb y col., 2004; Bolognesi y col., 2003, 2004; Bouvier y col., 2006; Costa y col.,
2006; Lopez y col., 2007; Piperakis y col., 2003, 2006, 2009), en Asia (Grover y col., 2003;
Shadnia y col., 2005; Liu y col., 2006, Sailaja y col., 2006; Bhalli y col., 2006, 2009), en Norte
América (Titenko-Holland y col., 1997; Muiiiz y col., 2008), y en America Latina (Gomez-
Arroyo y col., 2000; Palacios-Nava y col., 2003; Varona y col., 2003; Castro y col., 2004;
Cuenca y Ramirez, 2004; Ascarrunz y col., 2006; Castillo-Cadena y col., 2006; Hoyos y col.,
1996; Da Silva y col., 2008; Paz y Mifio y col., 2002, 2004, 2007; Jors y col., 2007; Remor y

col., 2009; Bolognesi y col., 2009; Simoniello y col., 2008, 2010) lo que muestra el continuo y
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creciente interés por esta problematica. Latinoamérica debido al extenso uso de mezclas de
pesticidas en sus variados cultivos, liderado las investigaciones, con una necesidad creciente
de Ilegar a conclusiones que relacionen estos marcadores de genotoxicidad con los diferentes
tipos de cultivos, con las préacticas laborales muchas veces inadecuadas y por ende generar

medidas de vigilancia.

En las Tablas 4.7 y 4.8 se analiza la influencia de los factores de confusion sobre BChE,
AChE, CAT, TBARS, GSH/GSSG, IDEC, IDER, Sitios FPG y MNMB en los aplicadores de
plaguicidas de cultivos extensivos.

Al considerar la edad, solo para el biomarcador CAT se encuentran diferencias
estadisticamente significativas en los aplicadores mayores de 30 afios. Esto podria deberse a
que los efectos nocivos producidos por los radicales libres de manera azarosa durante el
metabolismo aerdbico, pueden causar dafios acumulativos en el tiempo (Valko y col., 2007) o
bien, por la tasa de acumulacién de plaguicidas persistentes, que actualmente no se encuentran
en el mercado pero se ha planteado su permanencia en personas mayores (Martinez-
Valenzuela y Gomez-Arroyo, 2007).

El hébito de fumar produjo modificaciones en los valores de MNMB en estos trabajadores
como también en otros estudios donde se han reportado un incremento significativo de
MNMB en trabajadores expuestos a pesticidas que ademas fumaban (Pastor y col., 2002),
como también un incremento significativo de ICH (Padmavathi y col., 2000), aunque el
consumo de alcohol de manera habitual, también generd modificaciones en MNMB. En varios
estudios donde se analizaron como factores los estilos de vida sobre la frecuencia de MNMB,
fue dificil distinguir el efecto del alcohol del de fumar. Por ejemplo, ni el consumo frecuente
de alcohol o el habito de fumar por si solo, aumentan la frecuencia de MN en las células
bucales, pero un efecto sinérgico del tabaquismo y el alcohol fue evidente en el trabajo de
Stich y col. (1983), donde se observé un incremento de hasta 5,5 veces respecto de los
controles en un estudio prospectivo donde se comparaban alcoholicos con carcinoma oral o en
orofaringe con sujetos sanos que no consumieron nada de alcohol, encontraron una asociacion
significativa entre la frecuencia de MNMB y la edad del inicio y de cese del consumo de
alcohol asi como con la duracion del consumo (Martinez y col., 2002). Esta interaccion
sinérgica aparente del consumo de alcohol y de tabaco, y la contribucion relativa de cada
exposicion evaluada, es otro aspecto de la vigilancia de células bucales que requiere mas
estudio (Holland y col., 2008).
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Al analizar la antiguedad laboral, 1o que se intenta es investigar la posible relacion entre el
tiempo de exposicion y su influencia sobre cada uno de los biomarcadores propuestos. En
algunas investigaciones, la duracion del empleo fue utilizado como un estimador de
exposicion en estudios en los que no fue factible analizar la evaluacion cuantitativa de la
exposicion (Bolognesi, 2003). En el presente trabajo de Tesis, el factor antigiedad (> 10 afios)
modificd los resultados de AChE, de IDER y de Sitios FPG. Se postula entonces, una
interaccion entre la inhibicion de la AChE y la acumulacion de radicales libres que conduce a
cambios en las macromoléculas (Yang y col., 1996, Akhgari, 2003). A pesar de la presencia
del sistema de defensa antioxidante para contrarrestar el dafio oxidativo de los radicales libres,
este dafio se acumula durante todo el ciclo de vida y sus efectos ocurren sobre el ADN, las
proteinas y los lipidos (Alavanja y col., 2004). Esto podria explicar que, cuando el tiempo de
exposicion se incrementa, se generarian deficiencias en los procesos de reparacion del ADN,
provocando también la oxidacion de sus bases. Se ha propuesto que el dafio oxidativo con el
transcurso del tiempo, podria desempefiar un papel clave en el desarrollo de enfermedades
relacionadas con la edad como el céancer, la arteriosclerosis y enfermedades
neurodegenerativas (Valko y col., 2007) que también se han asociado con la toxicidad crénica
de los pesticidas.

El uso de EPP fue determinante en los resultados de AChE, Sitios FPG y MNMB, donde se
comprueba que la genotoxicidad positiva observada en los trabajadores expuestos de este
estudio puede deberse a la falta de medidas de proteccion adecuada. Bull y col. (2006) en su
revision evaluaron la genotoxicidad en humanos expuestos a pesticidas, destacando la
importancia del uso de EPP. En cuatro estudios en los que la mayoria de los trabajadores
habian utilizado medidas de proteccion (> 60%), no se obtuvieron incrementos en los
resultados de AC, ICH ni MN en los expuestos respecto a los controles. Por el contrario, siete
de ocho estudios evaluados donde el uso de EPP estuvo reducido o ausente, se notificaron
considerables aumentos de dafio citogenético. Las modificaciones en los marcadores AChE,
sitios FPG y MNMB utilizando EPP como factor pueden ser debidas a que ningun trabajador
utilizaba el equipo completo y un alto porcentaje utilizaba EPP de manera inadecuada.

En consecuencia, evaluar en este estudio particularmente la calidad de las medidas de
proteccién, podria brindar informacion que permita implementar cambios en las conductas
laborales de nuestra region, ya que se ha informado que los trabajadores que lograron

disminuir sus niveles de exposicién por lo menos por seis meses y que ademas utilizaron las
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medidas de proteccion adecuadas tuvieron una importante reduccion en sus marcadores de
genotoxicidad (Carbonell y col., 1995).

Otro importante determinante de exposicién en los aplicadores de plaguicidas son las
multiples mezclas utilizadas. Las exposiciones maltiples son una regla y no una excepcién en
la practica agricola. La gran cantidad de plaguicidas aplicados en forma de mezclas de
agroguimicos incluyen un importante numero de compuestos genotoxicos (Bolognesi, 2003).
En los estudios toxicologicos, el principal desafio ha sido desarrollar métodos para predecir la
toxicidad resultante de la exposicién combinada a un gran nimero de productos quimicos
presentes en diversos ambientes, desde el aire, el agua, los alimentos, los medicamentos y
también otros productos de consumo. Estos formidables desafios (para bidlogos, quimicos,
estadisticos) presentan obstaculos importantes para evaluar los riesgos de exposicion a las
mezclas (Borgert y col., 2004). Muchos efectos son mas complejos que la simple unién a un
receptor 0 una enzima y pueden generar una combinacion que altera la expresion génica, que
produce cambios en los niveles de las concentraciones intracelulares de los iones, en los
reguladores celulares y altera el metabolismo celular.

En estas circunstancias, el efecto de las mezclas es mas dificil de predecir. En realidad, pocos
productos quimicos tienen un objetivo celular Gnico. La mayoria actia en multiples sitios, en
diferentes tipos de células o en algunos casos, incluso con multiples objetivos en el mismo tipo
de célula. Las acciones en cada uno de estos sitios dependen de la presencia de genes, de
receptores y de reguladores celulares en los tipos de células especificas (Carpenter y col.,
2002).

En este trabajo de Tesis Doctoral, se tuvieron en cuenta las mezclas que los aplicadores
utilizaron en la Gltima semana, el lugar donde desarrollaron sus actividades los aplicadores y el
numero de trabajadores expuestos a cada mezcla (Tabla 4.3). Asi, para el analisis se
consideraron los datos obtenidos para todos los biomarcadores planteados utilizando la mezcla
a la que estuvieron expuestos como factor (Tabla 4.9).

En AChE se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P<0,001; Test de K-W).
La mayor inhibicion enzimatica se hallo para la Mezcla 3 (metamidofos; 2,4D; glifosato). En
esta mezcla en particular, el inico compuesto que ha sido descripto con la capacidad de inhibir
la enzima es metamidofos. En diversos trabajos, ha sido evaluado como un importante
inhibidor especifico de AChE (Jong y col., 1982; Singh y col., 1986).

Las variaciones marginalmente significativas para Sitios FPG (P=0,05) y estadisticamente

significativas para TBARS (P=0,028) se obtuvieron al utilizar las mezclas como factor y se
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observaron los valores mas elevados para la mezcla 5 en ambos casos (metamidofos;
clorpirifos; dimetoato; cipermetrina; glifosato; paraquat; 2,4D; picloran; pirimicard,;
glifosatotrimesiun; monocrotofos). Considerando los productos quimicos incluidos en esta
mezcla es importante sefialar que algunos de ellos han sido prohibidos en varios paises debido
a su alta toxicidad. Este es el caso, por ejemplo, de monocrotofos y metamidofos (Finkelman,
1994; Arevila y col., 1997), mientras que en los paises en desarrollo, el proceso de prohibicion

es limitado (Repetto y Baliga, 1996).

Coincidiendo con los resultados hallados para los trabajadores de cultivos intensivos, los
aplicadores que estuvieron expuestos a las mezclas mas complejas, donde se encuentran
presentes multiples productos, con distintos principios activos, con distintos blancos
bioldgicos y en proporciones desconocidas, podrian verse mas afectados que los expuestos a
mezclas menos complejas.

Un trabajo epidemioldgico (n=629) realizado en la provincia de Cérdoba (Lanteri y col.,
2009), con caracteristicas semejantes en la agricultura de cultivos extensivos a la provincia de
Santa Fe, informé que la exposicion a mezclas complejas de plaguicidas es importante.
Establecieron ademas como factores de riesgo la falta de proteccion del aplicador, no utilizar
la tecnologia mas segura (cabina equipada con filtro de carbon activado) y no tener indicacién
escrita por el ingeniero agronomo de la dosis de aplicacién, resultados que coinciden con los
del presente trabajo de Tesis.

Como valioso complemento a la epidemiologia convencional, los biomarcadores pueden
proporcionar informacion Gtil sobre los mecanismos moleculares implicados en la exposicion
ambiental y ocupacional. Para investigar la asociacién entre la exposicion y los marcadores
seleccionados, se utilizo el test de correlacion de Spearman (Tabla 4.10). En cada grupo de
biomarcadores, enzimas colinesterasas, dafio oxidativo y dafio genotoxico, se observd que
cada biomarcador correlacion6 con los de su grupo, mostrando la robustez analitica de los
métodos empleados.

Cuando se analizan las correlaciones de las enzimas colinesterasas, se observa una asociacion
negativa con CAT, TBARS y GSH/GSSG, que coincide con las correlaciones halladas en
trabajadores de cultivos intensivos. Se ha planteado que la inhibicion de la AChE inicia la
acumulacién de radicales libres que conduce a incrementos en TBARS (Yang y col., 1996,
Akhgari, 2003) y por el contrario, que los plaguicidas que no son OF, también puede disminuir
la actividad de AChE ya que la peroxidacion lipidica inducida por ellos puede afectar las

179



enzimas de membrana, como AChE (Hernandez y col., 2005; Banerjee y col., 1999). Aunque
aun no estd definido cudl es la causa y cual el efecto, la correlacion entre TBARS y la
actividad de AChE en el presente trabajo de Tesis, estd de acuerdo con los resultados
obtenidos por otros autores (Ranjbar y col., 2002, Akhgari, 2003, Singh y col., 2007,
Simoniello y col., 2010). AChE mostré tambien correlacion con IDEC e IDER lo que podria
explicar que el dafio genotoxico observado en los linfocitos tiene relacion con la exposicion a
pesticidas. Las modificaciones a nivel de dafio al ADN de los linfocitos también estarian
relacionadas con la presencia de modificaciones a nivel redox celular (GSH/GSSG) y con el
dafio que podria ser generado por los plaguicidas sobre otros blancos biolégicos como los
lipidos (TBARS). En particular, el dafio oxidativo generado al ADN de los linfocitos de los
aplicadores (Sitos FPG) se correlacion6 con el marcador de redox del medio interno de los
eritrocitos y también con el dafio clastogénico o aneugénico que presentaron las células de
mucosa bucal. A su vez, el dafio observado en estas células epiteliales también correlacion6
positivamente con los tres marcadores de dafio oxidativo en los eritrocitos e inclusive con el
marcador de oxidacion del ADN de los linfocitos. Sobre la base de estos resultados se inferiria
que existe una estrecha relacion entre exposicion a mezclas de plaguicidas, dafio oxidativo y
dafo genotoxico.

Al evaluar las variables cualitativas y cuantitativas en forma conjunta a través de la matriz de
similaridad (Tabla 4.11), es posible deducir que los valores alterados en los biomarcadores
seleccionados tienen una estrecha relacion con determinadas caracteristicas socio-
demogréaficas (mayor edad, estudios secundarios incompletos y una prolongada residencia en
la zona), con habitos de los trabajadores (fumar y de consumir alcohol), y con determinadas
précticas laborales (el no uso del EPP, la antigliedad laboral y las pulverizaciones aéreas).
Cuando se analizan los Odds Ratio (Tabla 4.12) como una forma de expresar la proporcion de
veces que un suceso ocurra frente a que no ocurra, es posible observar que para todos los
biomarcadores seleccionados, la proporcion de veces que estaran alterados en los expuestos
(aplicadores de cultivos extensivos) sera entre 3 y 16 veces mas respecto a los controles. El
valor mas elevado hallado es para Sitios FPG, lo que indica que hay 17 veces mas
probabilidad que este marcador esté alterado, frente a que no lo esté, y esto depende de la
condicion de ser aplicador o no. Si solo se analizan las probabilidades para el grupo de
trabajadores, es posible predecir que la probabilidad de que se incrementen los resultados de
Sitios FPG y de MNMB en los aplicadores estaria en relacion con las medidas de proteccion

utilizadas y la antigiiedad laboral, condiciones ya ampliamente discutidas.
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Conclusiones parciales

Consideramos que este capitulo del trabajo de Tesis contribuye a la evaluacion del dafio
potencial generado en los aplicadores por la exposicion a las mezclas de agroquimicos
utilizadas en los cultivos extensivos de la provincia de Santa Fe, Argentina.

Estos resultados demuestran que las alteraciones del sistema de defensa antioxidante, la
peroxidacion lipidica y el balance redox observadas en los aplicadores de cultivos extensivos
se correlacionan con el dafio del ADN en los linfocitos y en las células bucales. EI tamafio de
la muestra analizada aunque limitada, es representativo y las alteraciones halladas en este
estudio podrian ser vinculados a posibles efectos adversos en la salud derivados de la

toxicidad cronica de mezclas de plaguicidas.
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5.1. Discusion general y consideraciones finales

La exposicion a plaguicidas es uno de los riesgos laborales mas importantes en los paises en
desarrollo (Coronado y col., 2004). Se ha prestado especial interés a la exposicion ocupacional
a los pesticidas con el fin de identificar los peligros que implica el uso de plaguicidas, poder
establecer métodos seguros para su manipulacion y establecer medidas de vigilancia sanitaria.
La exposicion a plaguicidas en el &mbito rural tiene como patron general el uso simultaneo de
mezclas complejas, lo cual hace dificil determinar las consecuencias debido a posibles y/o
desconocidos efectos sinérgicos o antagdnicos. Si bien se dispone de informacion sobre la
genotoxicidad de los plaguicidas utilizados, hay insuficientes datos sobre los efectos
genotoxicos de las mezclas complejas. Las mezclas de plaguicidas no solo implican el uso
regular de un gran nimero de principios activos diferentes, sino también de otras sustancias
quimicas, por ejemplo los coadyuvantes, que pueden variar su toxicidad potencial. Las
evaluaciones realizadas para cada producto previo a su comercializacion proporcionan la
seguridad de que sin umbral, no se comercializaran genotoxinas ADN-reactivas. Estas
estrategias de prueba utilizadas son generalmente consideradas como altamente eficientes en la
identificacion de mutagenos in vivo (Ashby y col., 1996). Sin embargo, siempre hay cierta
incertidumbre en la extrapolacion de las pruebas de toxicidad para la poblacion humana
expuesta. Por lo tanto, serian de enorme valor estudios adecuadamente disefiados de
seguimiento posventa, para la evaluacion continua de los riesgos de exposicién a los pesticidas
(Bull y col., 2006).

La exposicion ocupacional a las mezclas de plaguicidas ha sido asociada con un aumento de
estrés oxidativo y dafio genotoxico (Simoniello y col., 2008, 2010). El dafio inducido por los
plaguicidas dependeria del grado de exposicién: los resultados francamente positivos se
registraron en las poblaciones con altos niveles de exposicion, fundamentalmente en
trabajadores que descuidan las medidas de seguridad durante la temporada de pulverizacion
(Bolognesi y col., 2011) y ademas, la exposicion cronica a bajas dosis de mezclas complejas
de plaguicidas provocaria efectos acumulativos como hemos comprobado en este trabajo de

Tesis.

En general, los estudios de biomonitoreo de poblaciones expuestas a plaguicidas son bastante
especificos, ya que las diferentes poblaciones tienen distintos estilos de vida, habitos
alimentarios, condiciones climaticas y ambientales y estan expuestos a diferentes mezclas de

plaguicidas. Esto también podria explicar por qué algunos estudios han encontrado un
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aumento de dafio genético en poblaciones expuestas a pesticidas, mientras que en otros los
resultados fueron negativos, aunque el nivel de exposicion pueda ser considerado como

significativo (Grover y col., 2003).

El mal uso de los agroquimicos en los diversos sectores de la agricultura a menudo ha sido
asociado en todo el mundo, con problemas de salud y contaminacion ambiental (Soares y col.,
2003; Mancini y col., 2005; Remor y col., 2009) en especial en los paises en desarrollo donde
ademas se observa un fragil o hasta totalmente ausente marco regulatorio en el uso de
plaguicidas, que podria constituir una de las principales razones de la elevada incidencia de
intoxicaciones por estos compuestos en estos paises (Konradsen y col., 2003). La provincia de
Santa Fe (Argentina) dispone de la Ley de Productos Fitosanitarios N° 11273/97 que regula la
elaboracion, formulacion, transporte, almacenamiento, distribucion, fraccionamiento,
expendio, aplicacién y destruccion de envases de productos fitosanitarios. Sin embargo, el
cumplimiento de la misma por parte de los actores involucrados (proveedores, productores y
control de policia de Estado) es sumamente debil: se expenden los productos sin la receta
agrondémica adecuada, se aplican sin supervision profesional y no se toman en cuenta las

medidas protectivas necesarias (Poletta y col., 2010).

En referencia a la ausencia de EPP, Guivant (1994) sefiala: “El escape colectivo a las
referencias al peligro y a los accidentes es una de las razones por las cuales los agricultores
rechazan las recomendaciones sobre las medidas de seguridad. Seguir tales cuidados podria
implicar un reconocimiento del peligro que se pretende neutralizar”. Otras importantes
practicas laborales tampoco son consideradas por los aplicadores: las condiciones climaticas
(como por ejemplo temperatura y vientos en el momento de pulverizar), los cuidados al
momento del lavado de los equipos y la disposicion de los envases, que permanecen durante

largos periodos en el campo sin tratamiento alguno.

En algunos sectores productivos, principalmente en los cultivos horticolas, se han podido
observar como determinantes de exposicién: bajos niveles de educacién de la poblacion rural,
falta de informacion de los peligros que ocasiona su manejo y tecnologias de pulverizacion
inadecuada, como por ejemplo el uso de equipos de fumigacion defectuosos. Debe
considerarse que la formacion en practicas de seguridad en el manejo de los pesticidas y la
inadecuada proteccion personal durante la pulverizacion de los agroquimicos es un patron de

comportamiento generalizado en todo tipo de cultivo y de condiciones socio-culturales en
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nuestra provincia, como también en otras regiones del pais en las que se han evaluado las
practicas laborales de los trabajadores rurales (Lanteri y col., 2009). Esto desempefiaria sin
lugar a dudas, un papel trascendental en el escenario de la exposicion crénica de los
trabajadores rurales. En consecuencia, hay una urgente necesidad de transferir conocimientos a
las personas que trabajan con los pesticidas sobre los riesgos potenciales de la exposicion y la
importancia de utilizar medidas de proteccion.

Las creencias erréneas de los agricultores acerca de la toxicidad de los plaguicidas, la falta de
atencion a las precauciones de seguridad, los riesgos que se generan en el ambiente, la
informacidn sobre primeros auxilios, el uso de equipos de fumigacion defectuosa o la falta de
mantenimiento adecuado de los equipos de pulverizacién, y la falta del equipo de proteccién
adecuado durante la manipulacién de plaguicidas también ha sido planteado por otros autores
(Hurtado y col., 2003; Damalas y col., 2006a, 2006b; Ajayi y Akinnifesi, 2008; Chalermphol y
Shivakoti , 2009; Plianbangchang y col., 2009; Sosan y Akingbohungbe, 2009).

Teniendo en cuenta los dafios a nivel oxidativo y en el material genético que han sido
observados en la exposicion crénica a plaguicidas (Bull y col., 2006; Limon-Pacheco y
Gonsebatt, 2009; Bolognesi y col., 2011), a la latencia de los efectos adversos y la supuesta
falta de conciencia de estos efectos por parte de algunos agricultores, se hace imperativo
implementar programas que permitan la comunicacion clara de los potenciales peligros del uso
de plaguicidas. Diversas investigaciones han subrayado a menudo la necesidad de aumentar la
conciencia de los agricultores sobre las consecuencias del uso de plaguicidas peligrosos y la
importancia de los programas de comunicacion y educacion con el objetivo de reducir el
riesgo (lbitayo, 2006; Hashemi y col., 2008; Sosan y Akingbohungbe, 2009; Damalas y
Hashemi, 2010).

El primer paso en el desarrollo de programas sobre la reduccién del peligro de los plaguicidas
es identificar el grado del problema, mediante la investigacion de los conocimientos de los

agricultores, actitudes y percepciones sobre practicas de seguridad y manejo de plaguicidas.
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5.2. Perspectivas Futuras

Los dafios genotoxicos de los compuestos quimicos podrian estar influenciados por la herencia
de los genes individuales, asi como por las variantes polimorficas que participan en el
metabolismo de compuestos quimicos y en los mecanismos de reparacion del ADN.

Aunque los datos disponibles sobre las poblaciones de los agricultores indican que las
personas con alelos desfavorables en los genes metabdlicos son mas susceptibles a los efectos
genotoxicos que aquellos con alelos favorables, no hay resultados concluyentes sobre si estos
polimorfismos metabolicos afectan al dafio cromosémico inducido por los plaguicidas
(Bolognesi y col., 2011). Son necesarios estudios para caracterizar genéticamente a la
poblacién de individuos expuestos a plaguicidas en nuestro pais respecto a polimorfismos de
las enzimas metabdlicas, tal como lo demuestran los primeros avances en este sentido que se
han realizado en nuestro grupo de trabajo (Porcel de Peralta y col., 2010; Carballo y col.,
2011Db).

Teniendo en cuenta la carencia de los sistemas provinciales y nacionales de vigilancia de la
salud de los trabajadores agricolas y considerando las disparidades en el acceso a la atencion
médica, seria importante que desde las instituciones oficiales se promuevan investigaciones
incluyendo biomarcadores de efecto que permitan detectar tempranamente cambios en la salud
de los trabajadores expuestos a plaguicidas. Sin embargo al presente y en lo inmediato, se
deberia comenzar por incorporar, al menos, el control biologico regular de los trabajadores a
través de la valoracion de la actividad de AChE en aplicadores de plaguicidas y trabajadores

rurales (Ranjar y col., 2002; Shadnia y col., 2005; Rastogi y col., 2009).

Nuevos estudios son fundamentales en las poblaciones rurales, en especial en los hijos de los
trabajadores agricolas que pueden ser particularmente vulnerables a los efectos bioldgicos de
los plaguicidas (Mc Cauley y col., 2006). Aunque el mantenimiento de las cohortes de estudio
es un desafio, se necesitan estudios que mejoren nuestra capacidad para el seguimiento, en el
tiempo, de la poblacion de zonas rurales. Esto es especialmente critico en la evaluacion del
impacto de la exposicion cronica a bajas dosis de plaguicidas y los efectos en las poblaciones
mas jovenes. El uso de marcadores simples, no invasivos, que puedan medir el dafio
genotoxico como es el test d& MNMB, podrian proporcionar una oportunidad para que
expertos laborales y ambientales puedan generar cohortes para estudiar, en forma prospectiva,
la posible asociacion entre los hallazgos mediante biomarcadores y los efectos posteriores en

la salud.
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A pesar que muchos estudios que incluyen trabajadores agricolas carecen del tamafio de
muestra representativo, los investigadores deberian definir claramente en sus publicaciones los
métodos de evaluacion de la exposicion y los efectos sobre la salud para permitir
comparaciones entre los distintos reportes y asi poder realizar meta-andlisis de estudios
similares. Esto es particularmente critico en Latinoamérica, donde a través de los humerosos

trabajos publicados es claro que se necesita llegar a conclusiones globales.

Las perspectivas de desarrollo de la biologia molecular indican que, en un futuro préximo, un
mayor numero de biomarcadores estara disponible para evaluar la exposicion y efectos
bioldgicos, tales como dafios en el ADN, estrés oxidativo, y otros mecanismos biol6gicos
implicados. Estas técnicas, junto con los biomarcadores de susceptibilidad genética mejoraran
nuestra capacidad para caracterizar el riesgo individual y ademas colaboraran para identificar a
los miembros mas vulnerables de la poblacidn. Se necesitara por lo tanto una comunicacion
eficaz, para explicar a los trabajadores agricolas el porqué de estas pruebas y proporcionar la
comunicacion adecuada del riesgo. Iniciar un proceso de comunicacién efectiva con los
trabajadores agricolas, es de esperar, incremente su participacion en futuras investigaciones,
que permitan continuar con evaluaciones de los impactos en la salud en los trabajadores

rurales.
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5.3. Conclusiones
Teniendo en cuenta los objetivos planteados y los resultados obtenidos en el presente trabajo

de Tesis Doctoral se puede llegar a las siguientes conclusiones finales:

v" La exposicion laboral a plaguicidas, tanto en cultivos intensivos como extensivos de la
region Centro-Norte de la provincia de Santa Fe, es la principal fuente de estrées
oxidativo y dafio al ADN en individuos expuestos.

v" Los biomarcadores seleccionados durante el desarrollo de este trabajo de Tesis fueron
validos y eficientes proporcionando una herramienta interesante para acrecentar la
comprension de los mecanismos bioldgicos asociados al dafio por exposicion

ocupacional a pesticidas.

v" La ausencia del uso de medidas de proteccion durante la manipulacion de plaguicidas,
la antigliedad laboral y las distintas mezclas utilizadas, son factores fundamentales
determinantes del impacto de la exposicion.

v" Estas conclusiones conducen a las siguientes recomendaciones:

a) Los individuos expuestos deberian ser monitoreados de manera frecuente para
minimizar o reducir potenciales efectos nocivos de los pesticidas en su material
genetico.

b) Se debe continuar con la evaluacion de los riesgos asociados con la exposicién a

pesticidas en la poblacion expuesta de nuestro pais.
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ENCUESTATRABAJADORES Y APLICADORES CULTIVOS INTENSIVOS. FBCB - UNL

N° de Caso Fecha

/ / Telefono

Lugar

Ultimos 5 NUM. DNI

Datos Personales (alfanumeéricos)

Edad (afios)

Sexo

(M

F

Domicilio | | Tiempo Residencia (afios)
Socio-Cultural (marcar con x)
Educacién Primaria Secundaria Vivienda Sanitarios
Completa Material Completo
Incompleta Precaria Precario
Habitos-Salud (marcar con x)
Fuma [si No Alcohol Si No
Concurre a Hos pital-S AMCo| Si No Medicacion|si No
Acceso a Obra Social Si No Enfermoé por fumigar Si No
Agua (marcar con X)
Agua de Pozo |de Aljibe |de Red
Instalacion de Agua |Si |No |
Trabajo Actual (numéricos)
Jornada Laboral 8 horas |mas de 8 horas Frecuencia Semanal
| Horario Frecuencia Estacional
Antigledad (afios)
Otros Trabajos Anteriores (alfanuméricos)
Tipo | |Duracién
SOLO SI TRABAJA EN EL CAMPO (Expuesto Indirecto; marcar con X)
Tipo de trabajo Prepara terreng  Cosecha Empacado Transporte Otro Usa EPP
Siempre Sl
Temporal NO

SOLO SI TRABAJA EN FUMIGACION (Expuesto Directo; marcar con X y alfanuméricos)

Fumiga Prepara |SI NO

Mochila SI NO Lava equipo|si [NO |
Arrastre Sl NO

Banderillero |SI NO

Mosquito Si NO

Otro Equipo

Conoce los productos que usa en la fumigacién | Sl NO |

Puede dar el nombre de alguno

Los productos se guardan En depdsito especial En la vivienda | En ambos

EPP en deposito

Sl

[NO

Usa alguna proteccién cuando fumiga

Ropa Sl NO
Botas Sl NO
Guantes Sl NO
Antiparra S NO
Mascarilla Sl NO Acepto
Sombrero Sl NO el contenido:

Fumig6 hace

1semana

2 semanas

1 mes
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ENCUESTA APLICADORES CULTIVOS EXTENSIVOS. FBCB - UNL

/] Telefono |

N° de Caso

Fecha

Lugar

Datos Personales (alffanuméricos)

Ultimos 5 NUM. DNI

Edad (afios)

]

Domicilio | | Tiempo Residencia (afios)
Socio-Cultural (marcar con Xx)
Educacion Primaria Secundaria Vivienda
Completa Material
Incompleta Precaria
Habitos-Salud
Fuma Si No Alcohol Si No |
Concurre a Hospital-SAMCo| Si No Medicacién|si No Nombre
Acceso a Obra Social Si No Enfermo por fumigar Si | No
Alimentacion
Agua |de Pozo de Aljibe de Red |
Carbohidratos| Vegetales Frutas Pan/Dulces Proteinas Carnes Lacteos Huevos
|Ingesta sem Ingesta sem
Trabajo Actual
Jornada Laboral 8 horas |mas de 8 horas Frecuencia Semanal

|H0 rario

Antiguedad (afios)

Otros Traba,

os Anteriores

Frecuencia Estacional

Tipo |

Duracion

SOLO SI TRABAJA EN EL CAMPO (Expuesto Directo)

Tipo de trabajo con plaguicidas

Cultivo

Transporte

Fumigacién |Otro

Siempre

Temporal

SOLO SI TRABAJA EN FUMIGACION (Expuesto Directo)

Fumiga Prepara | sl | NO |
Avion Sl NO

Mos quito S| NO Transporta | S| | w~No |
Arrastre Sl NO

Banderillero S| NO Repara | S| [ n~No |
Mochila Sl NO

Otro Equipo Lava equipo| S| | w~No |
Conoce los productos que usaen la fumigacion [ Sl [ NO |

Puede dar el nombre de alguno

Los productos se guardan [En depdsito especial En la vivienda [ Enambos

EPP en deposito

Sl

[NO

Usa alguna proteccion cuando fumiga

Acepto

Ropa Sl NO
Botas Sl NO
Guantes Sl NO
Antiparra S NO
Mascarilla S NO
Sombrero S NO

el contenido:

Fumigd6 hace

1 semana

2 semanas

1 mes

230



ANEXO II

231



FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

1) Titulo del Estudio: Exposicion ocupacional a los agroquimicos.

Evaluacion del Dafio Genético y su relacion con Procesos de Estrés Oxidativo.

3) Introduccion:

Lo invitamos a participar en forma voluntaria del presente estudio realizado por la
Cétedra de Toxicologia, Farmacologia y Biog. Legal de la Facultad de Bioquimica y
Ciencias Biologicas (UNL) y el laboratorio de Citogenética Humana y Genética
Toxicologica, de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, (UBA) bajo la Direccion y co-
direccion de Prof. Dra. Marta A. Carballo y Prof. Biog. Elisa C. Kleinsorge.

4) Justificacion y Obijetivos de la Investigacion:

El objetivo de este trabajo es utilizar un conjunto de marcadores bioquimicos y
geneticos en un grupo de trabajadores expuestos a plaguicidas en los cultivos de la
region Centro-Norte de la provincia de Santa Fe y de personas que no de la misma
zona pero que no trabajen en contacto con los plaguicidas. Con el fin de evaluar los
posibles mecanismos involucrados en su toxicidad y su relacion con aspectos laborales
de la poblacién en estudio.

5) Metodologia empleada

a. Se desea que la poblacion muestreada sea de ambos sexos, con una edad
comprendida entre 18 y 55 afios.
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b. La participacion tendra una duraciéon de 5 minutos para la toma de muestra
y 20 minutos para la respuesta a una encuesta.
c. El estudio no requiere de aleatorizacion ni cegamiento

6) Tratamientos que pueden ser administrados en el estudio:

Durante el estudio no se administrara ninguna sustancia ni farmaco. Solo se le pedira un
enjuague de la boca con agua potable.

7) Procedimientos y su proposito:

e Entrevista: Se realizara una entrevista, previa asignacion de un cédigo alfa
numeérico en la que se consignaran edad, sexo y habitos de fumar y consumir
bebidas alcoholicas, datos de la vivienda, educacion, salud y aspectos laborales.

e Muestras para el laboratorio: Se obtendra sangre por puncion venosa y células
bucales por cepillado de la cara interna de ambas mejillas. EI material serad
conservado en tubos preparados especialmente y marcados con cédigo alfa
numeérico y seran refrigerados hasta su procesamiento.

e Concluido el estudio las muestras seran destruidas en un plazo no mayor a 30 dias.

¢ No se haran estudios posteriores las muestras.

e Si por motivos personales o religiosos el invitado no acepta participar, no sera
incluido ya que es absolutamente voluntario.

e Los participantes no seran informados de los resultados ya que es un estudio
preclinico para obtener valores poblacionales.

8) Incomodidades y riesgos derivados del estudio:

El participante no sufrira ningin riesgo 0 molestia predecible resultante de su
participacion en la investigacion.

9) Beneficios derivados del estudio:

No existen beneficios personales por la participacion en este estudio, pero si beneficios
para la sociedad en cuanto al cuidado de la salud.
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10) Costos y Pagos a realizarse para el estudio

Todos los materiales para la obtencién de las muestras seran proporcionados
gratuitamente al donante. No habrd compensacion econdmica por la participacion en el
estudio

11) Privacidad y Confidencialidad

Toda la informacién y resultados que se obtengan del presente estudio seran
resguardados en soporte magnético y de acuerdo a las normas establecidas por el
Comité de Etica del Hospital José Maria Cullen. Solo tendra acceso al mismo el
equipo de investigacion y el Comité de Etica.

12) Participacion voluntaria y Retiro del Estudio

Caracter voluntario de su participacion, asi como posibilidad de retirarse del estudio en
cualquier momento, sin que ello le acarree una sancién o la pérdida de sus beneficios
que tendria derecho a recibir como trabajador.

13) Contactos para responder cualquier duda o pregunta y en caso de ser necesario
a. Investigador Dra. CARBALLO, Marta A.

Direccion: Laboratorio de Citogénetica Humana y Genética Toxicoldgica,
Depto Bioquimica Clinica, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires.

Buenos Aires.
Teléfono; 011-59508707

Correo electrénico: macarballo@ffyb.uba.ar

b. Investigador Bioq. KLEINSORGE, Elisa C.

Direccion: Catedra de Toxicologia, Farmacologia y Bioguimica Legal,
FBCB, CU, Universidad Nacional del Litoral.

Santa Fe
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Correo electrénico: ekaczan@fbcb.unl.edu.ar

Teléfono: 0342-4575216 int.155

14) Proporcionar informacién sobre el manejo de los resultados al finalizar el ensayo
clinico

Los resultados del presente estudio podran ser publicados en revistas y eventos
cientificos, pero en ningin momento se dardn a conocer datos personales de los
participantes.
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Titulo del estudio:

Exposicion ocupacional a los agroquimicos.

Evaluacion del Dafio Genético y su relacion con Procesos de Estrés

Oxidativo.

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion verbal y escrita sobre el estudio.

He hablado con.........c.ccccooeiiiiiic i (Nombre del investigador)
Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicaciones

Presto libremente mi conformidad para participar en el ensayo

Fechay hora........c.c.coeueee.

Firma del participante..........c.cccoceovevieveiieciece e

Nombre en imprenta del partiCipante ...

Le he explicado este proyecto al participante y he contestado todas sus preguntas. Creo
que él comprende la informacién descrita en este documento y accede a participar en
forma voluntaria.

Fecha y hora (la misma fecha cuando firma el participante) ...........cccccceeeee

Firma del INvestigador/a...........ccocveiiiiiie i

Nombre del INVeStigador/a..........cccviiiiiiiiiieee e
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